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Zur Frage der Elektrokultur. 
Von 
Walther Lob. 


I. Mitteilung. 
Die Beeinflussung von Enzymreaktionen durch die stille 
Entladung. 
Von 
Walther Léb und A. Sato. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Virchow-Krankenhauses zu Berlin.) 
(Bingegangen am 8. Dezember 1914.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Unter Elektrokultur versteht man die praktischen Ver- 
suche, der. Einflu8 der Elektrizitét auf das Wachstum der 
Pflanzen in der Landwirtschaft nutzbar zu machen. Bei der 
Durchsicht der iiber diesen Gegenstand vorhandenen Literatur 
findet man, daf gegeniiber den Verfechtern einer giinstigen 
Wirkung der Elektrizitat auf das Pflanzenwachstum von anderer 
Seite experimentell gestiitzte Bedenken iiber das Bestehen eines 
Einflusses der Elektrizitat auf das Wachstum der Pflanzen geauBert 
werden. Ohne auf die friiheren Arbeiten’), deren Inhalt mit 
Ausnahme des Ausgangspunktes in keiner Beziehung zu den 
vorliegenden Untersuchungen steht, einzugehen, 1a8t sich ihr 
Resultat dahin zusammenfassen, daB die ganze Frage der 
Elektrokultur ein noch ungeklartes Problem bedeutet. Im An- 
schlu8B an mehrjahrige friihere Untersuchungen uber den Ein- 
fluB der stillen Entladung auf chemische Vorgange, die mit 
biologischen Grundfragen in nahem Zusammenhange stehen, 


1) Vgl. z. B. Lemstrém, Elektrokultur, Berlin 1902. — Wollny, 
Forsch. a. d. Gebiete der Agrikulturphysik 11, 88, 1888.— Euler, Akad. 
d. Wissenschaften, Stockholm 1899, 609. — Léwenherz, Zeitschr. f. 


Pflanzenkrankheiten 15, 137. 
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versuchte ich einen Beitrag zu dem Problem der Elektrokultur 
dadurch zu liefern, daB ich die Einwirkung einer speziellen 
Form der elektrischen Energiezufuhr auf solche Reaktionen 
untersuchte, die fiir die biologischen Assimilations- und Dis- 
similationsprozesse von grundlegender Bedeutung sind. Wenn 
es auch bis jetzt noch nicht gelungen ist, den zweifellos vor- 
handenen EinfluB der elektrischen Energie in seiner Verwend- 
barkeit fiir die praktischen Fragen der Elektrokultur in eine 
brauchbare Form zu bringen, so méchte ich doch der Uber- 
zeugung Ausdruck geben, daB8 nur auf spezielle Reaktionen 
gerichtete Untersuchungen unter genau festgelegten physikali- 
schen Bedingungen zur Klarung der Frage fiihren konnen. In 
diesem Sinne sollen die vorliegenden Arbeiten als Beitrage zu 
dem Problem der Elektrokultur aufgefaBt werden. 

Wenn die Elektrokultur tatsaichlich eine MaBnahme be- 
deutet, die das Gedeihen der Keime und das Wachsen der 
Pflanzen fordert, so handelt es sich nicht darum, durch neue 
Bedingungen einen von dem gewodhnlichen Wachstum ab- 
weichenden Effekt zu erreichen, sondern darum, giinstige Natur- 
bedingungen, die gelegentlich auftreten, in geregelter und 
gleichsam konzentrierter Form anzuwenden. Um daher dem 
Problem der Wirkung der elektrischen Energie auf die Pflanzen 
naher zu kommen, mu8 man zuerst wissen, welche elektrischen 
Verhialtnisse die Pflanzen in dem Erdboden, in dem sie wurzeln, 
und der Luft, in der sie atmen, im allgemeinen umgeben, und 
die Frage aufwerfen, ob sie derart sind, daB sie einen EinfluB 
auf die Lebensreaktionen ausiiben kénnen. 

Diese Frage ist zu bejahen. Es ist kein Zweifel, daB 
schon die durch elektrische Vorginge in der Atmosphire er- 
zeugten Stoffe, wie Ozon, Wasserstoffperoxyd und Stickoxyde, 
auf die Reaktionen der Pflanzenwelt in irgendeiner Weise ein- 
wirken. Um so wichtiger erscheint es, die an der Erdoberfliche 
titigen elektrischen Krafte zu kennen. 

Vergegenwartigt man sich zunichst, unter welchen Be- 
dingungen in bezug auf die Aufnahme elektrischer Energie 
sich die Pflanzen bzw. die Pflanzensamen befinden, so kann 
man sagen, das vegetabilische Leben spielt sich in der leitenden 
Erdoberfliche ab. Uber ihr ist die Atmosphire, ein Dielektri- 
kum. Es kénnen folgende elektrische Vorginge herbeigefihrt 
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werden. Entweder eine Elektrolyse innerhalb des Erdbodens, 
die eine gerichtete Ionenwanderung und an den Elektroden 
Tonenentladung herbeifiihrt oder durch Kataphorese das Ver- 
haltnis der kolloiden Substanzen des Erdbodens oder der 
Pflanzenteile verschiebt. Weiter kann in der die Pflanzen um- 
gebenden Luftschicht ein Potentialgefille herrschen, das durch 
die dielektrische Atmosphire zum Erdboden oder zu den 
Pflanzenoberflichen den Ausgleich sucht. Fiir die praktische 
Form der Elektrokultur kommt nur diese zweite Méglichkeit 
in Betracht, die in der Landwirtschaft gewohnlich in der Form 
realisiert wird, daB ein isolierter Metallrahmen oder ein isoliertes 
Metallgitter in bestimmter Hohe iiber dem Erdboden und 
parallel zu diesem ausgebreitet mit hochgespannter Elektrizitat 
versehen wird, die dann durch kontinuierliche Entladung sich 
gegen die Erdoberfliche ausgleicht. 

Eine elektrische Energieform, die dieser praktischen An- 
ordnung nahekommt, ist die stille elektrische Entladung. mit 
deren chemischen Wirkungen ich mich schon seit einer lingeren 
Reihe von Jahren beschiftige. Die Frage nach den durch den 
Ausgleich von Potentialdifferenzen durch ein Dielektrikum er- 
zielbaren Reaktionen greift iiber das Problem der Elektrokultur 
weit hinaus; es ist sicher, daB die fiir die Entladung not- 
wendigen Potentialdifferenzen auch ohne kiinstliche Einrichtung 
in der Natur vorhanden sind und, da sie vorhanden sind, nach 
dem Ma8 ihrer chemischen Wirksamkeit an den _ natiirlichen 
Reaktionen teilnehmen. Ich muB8 deshalb mit wenigen Worten 
auf unsere Kenntnisse iiber die atmosphiarische Elektrizitat 
eingehen. Von Berthelot’) ist festgestellt worden, dab zwischen 
Luftschichten oder zwischen Luft und Blattoberflachen oder 
zwischen Luft und Erdboden Potentialdifferenzen auftreten, 
die pro Meter von 7 Volt bei trockenem Wetter bis 500 Volt 
bei feuchtem Wetter schwanken. Der Ausgleich solcher Span- 
nungen findet allgemein in der Form dunkler Entladungen 
statt. In den letzten Jahren ist hauptsichlich von Nodon?’) 
die Rolle, welche die Sonnenstrahlen bei der Erzeugung von 
Potentialniveauflichen spielen, untersucht worden. Ferner ist 
zu erwahnen, da8 mit der Sonnenstrahlung auBer den Warme- 


1) Compt. rend. 131, 772, 1900. 
*) L’action électrique du soleil. Paris 1910. 
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und Lichtstrahlen auch ultraviolette Strahlen in Tatigkeit ge- 
setzt werden, deren Bedeutung fir die Ionisierung in Gasen 
bzw. fiir die Elektronenerzeugung bekannt ist. 

Zu den Formen der kontinuierlichen elektrischen Ent- 
ladungen, die an der Erdoberflache eine Rolle spielen, gehért 
auch die Glimmentladung, die auftritt, wenn der elektrische 
Ausgleich zwischen héheren Spannungen sich vollzieht. SchlieB- 
lich ist noch die disruptive Entladung des Blitzes zu erwahnen. 

In der Tat sind also in der Natur stets ahnliche elektrische 
Krafte wirksam, die man in der Elektrokultur gleichsam in 
konzentrierter Form teilweise zur Anwendung bringen will, und 
insofern ist in dem anfangs erwihnten Problem mehr enthalten 
als nur die Frage, welche die Elektrokultur praktisch zu ver- 
werten sucht. Es handelt sich darum, festzustellen, welche 
Rolle die elektrischen Vorgange bei den wichtigsten biologischen 
Reakiionen spielen. 

Um zunichst eine allgemeine Stellung zu diesem Problem 
zu gewinnen, braucht man nur zu bedenken, daB, wie schon 
erwahnt, durch die im Dielektrikum sich ausgleichenden Po- 
tentialdifferenzen, wenn das Dielektrikum feuchte Luft ist, 
bestimmte Reaktionen regelmaBig kerbeigefiihrt werden, wie 
z. B. die Ozon-, Wasserstoffperoxyd- und Stickoxydbildung. Aus 
dieser Feststellung ergibt sich ohne weiteres die experimentelle 
Frage, ob diese Stoffe auf die pflanzlichen Vorginge, wie 
Kohlensaure- und Stickstoffassimilation oder Oxydationsprozesse 
von EjinfluB sind, ob sie die zahlreichen Enzymreaktionen 
férdern oder hemmen. Weiter aber wissen wir, daB die 
chemischen Reaktionen nicht allein auf den Gasraum beschrankt 
sind, sondern daB auch die Grenzfliche zwischen Erdboden 
und Luft Reaktionen herbeifiihrt, die direkt die im Erdboden 
befindlichen Stoffe betreffen. So konnte Berthelot’) nach- 
weisen, daB eine Anzahl fester Korper und fliissiger Stoffe 
Stickstoff absorbieren. Tragen wir auch dem Auftreten ultra- 
violetter Strahlen Rechnung, so wird die Anzahl der méglichen 
Reaktionen noch weit gréBer. 

Auf Grund dieser Verhiltnisse und Erfahrungen laBt sich 
ohne weiteres schlieBen, daB der elektrischen Energie bei den 


‘) Compt. rend. 126, 616, 1898 u. a. a. O. 
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Lebensreaktionen eine groBe Bedeutung zukommt, da8 die Er- 
kenntnis ihrer Rolle aber nur durch eine groBe Reihe von 
Einzeluntersuchungen gefordert werden kann. 

Die Anwendung der stillen Entladung ist aus physikalischen 
und chemischen Griinden fiir solche Untersuchungen besonders 
geeignet. Aus physikalischen Griinden, weil in ihr unter Aus- 
schaltung hoherer Temperaturen die elektrische Energie vereint 
mit der ultravioletten Strahlung auftritt, wie besonders von 
Warburg’) nachgewiesen worden ist; aus chemischen Griinden, 
weil durch die stille Entladung relativ starke chemische Wir- 
kungen ausgeiibt werden. 

Um nun zu meinen eigenen Untersuchungen zu kommen, 
méchte ich von den bereits friiher festgestellten und mitgeteilten, 
biologisch wichtigen Prozessen erwaéhnen: 1. die Assimilation 
der Kohlensaure iiber Formaldehyd bis zum Glykolaldehyd aus 
feuchter Kohlensiure*), 2. die Synthese von Fettsiuren, die 
sich an die Kohlensaureassimilation anschlieBt*), 3. die Syn- 
these des Glykokolls aus Kohlenséiure, Wasser und Ammoniak, 
iiber die Zwischenstufe des Formamids, eine Reaktion, die als 
erste Phase der Stickstoffassimilation auf dem Wege zum Ki- 
weiB aufgefaBt werden kann‘), 4. die Hydrolyse der Starke) 
und 5. die Desaminierung des Glykokolls‘). 

Betrachtet man diese Ergebnisse zusammen mit denjenigen 
Reaktionen, die in der Atmosphare auferdem_herbeigefihrt 
werden kénnen, wie Ozon-, Wasserstoffperoxyd- und Stickoxyd- 
bildung, so kann man die durch die Entladung erzielbaren 
Reaktionen in folgender Weise klassifizieren. Durch die Wir- 
kung der stillen Entladung kénnen: 

a) direkte Synthesen oder Zerlegungen aus den Stoffen 
der Atmosphiare oder der leitenden Elektrode (Fliissigkeit oder 
Erdoberfliche) herbeigefiihrt werden; 

b) Stoffe geschaffen werden, die hemmend oder beschleu- 
nigend, reduzierend, oxydierend oder auch substituierend auf 
andere biologische Vorginge einwirken; 


) Annal. d. Physik [4] 13, 464, 1903. 

*) Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 282, 1906. 

’) Diese Zeitschr. 20, 126, 1909. 

4) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 684, 1913. 
5) Diese Zeitschr. 60, 286, 1914. 

®) Ebenda. 
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c) an und fiir sich ablaufende Reaktionen direkt, d. h. 
ohne Katalysatoren beschleunigt oder gehemmt werden. 

In Gemeinschaft mit A. Sato habe ich mich im letzten 
Jahre zunachst der Frage zugewandt, ob die fiir keimende 
Pflanzen wichtigen Enzymreaktionen durch den EinfluB der 
elektrischen Entladung in ihrem Ablauf modifiziert werden. 
Diese Aufgabe zerfallt in eine Reihe Unteraufgaben. Zunachst 
muBte, soweit es noch nicht geschen war, festgestellt werden, 
wie sich die Substrate unter dem EinfluB der Entladung ver- 
halten, sodann muBte ermittelt werden, ob die Enzyme durch 
die Entladung verindert werden, und schlieBlich nach Fest- 
stellung dieser Verhaltnisse entschieden werden, in welcher 
Weise die Entladung auf die enzymatische Veranderung des 
Substrates einwirkt, und zwar muBten alle diese Versuche so- 
wohl bei Ausschlu8 der atmosphiarischen Luft, um das Auf- 
treten von Ozon, Wasserstoffperoxyd und Stickoxyden zu ver- 
meiden, durchgefiihrt werden, als auch in Gegenwart von atmo- 
spharischer Luft, um ihre Rolle festzustellen. Es liegt nahe, 
anzunehmen, daf diese Rolle im allgemeinen eine die Lebens- 
vorgange schidigende ist. Jedoch kann die Konzentration der 
Stoffe von gréBter Bedeutung sein. Man weiB aus biologischen 
Vorgiingen, daB manche Substanzen, die noch in geringer Kon- 
zentration als Gifte wirken, also als Katalysatoren hemmen, 
in homéopathischer Verdiinnung die gleichen Vorgiange beschleu- 
nigen. Ich erinnere an die Wirkungen des Arsens und Strych- 
nins. Wie hier die Verhiiltnisse liegen, laBt sich nur experi- 
mentell entscheiden. In dieser ersten Mitteilung sind nur die 
unter Ausschlu8 von Luft durchgefiihrten Versuche enthalten. 

Zu den wichtigsten enzymatischen Vorgingen der keimen- 
den Pflanze gehéren die diastatischen, tryptischen und lipo- 
lytischen Enzymreaktionen. Wir haben, da es uns zunachst 
auf die prinzipielle Klarung der Verhialtnisse ankam, keine 
Pflanzenenzyme zu unserer Untersuchung gewahlt, sondern 
tierische. Aus der trockenen Substanz von Schweinepankreas, 
die uns von der chemischen Fabrik Rhenania in Aachen in 
groBer Menge und mit vorziiglicher Wirksamkeit zur Verfiigung 
gestellt ist, haben wir hochwirksame Loésungen hergestellt, die 
wir in geeigneter Verdiinnung zu unseren Versuchen benutzten. 
Es ist aber nach den bisherigen Erfahrungen nicht aus- 
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geschlossen, daS es durchaus nicht gleichgiiltig ist, welche 
Enzyme und Substrate angewandt werden. Es besteht die 
Moglichkeit, daB die pflanzlichen Enzyme sich unter dem Ein- 
flu8 der Entladung anders verhalten als die bisher untersuchten 
tierischen Enzyme. 

Noch ein allgemeiner Gesichtspunkt sei hier hervorge- 
hoben. Die von der Entladung auf die in Lésung befindlichen 
Stoffe ausgehende Wirkung ist, wie nicht anders zu erwarten, 
eine Oberflichenwirkung. Die gesamte Fliissigkeit wirkt als 
eine Elektrode gegeniiber der zweiten im Gasraum befindlichen 
Elektrode. Innerhalb des gasférmigen Mediums findet der Po- 
tentialabfall zur Fliissigkeitsoberflache statt. Soweit also elek- 
trische Vorginge mitspielen, handelt es sich um Vorginge in 
der Grenzschicht Gas-Fliissigkeit. Aber auch die durch Strahlen 
(ultraviolette) hervorgerufenen Wirkungen diirften infolge der 
starken Absorption nicht in die Tiefe der Lésungen dringen, 
so daB das Fortschreiten der Entladungsreaktionen in Lésungen 
lediglich auf die Diffusionsvorginge in den letzteren zuriick- 
zufiihren ist. Diese Auffassung ist die Folgerung aus der 
Beobachtung, daB eine diinne Schicht fliissigen Paraffins auf 
der Oberflache der der Entladung ausgesetzten Fliissigkeit ge- 
nugt, um die Loésung vor der Einwirkung zu schiitzen, Es 
findet nur eine Zersetzung des Paraffins an der Grenzfliche 
Paraffin-Gasraum statt. 


Experimentelle Vorbemerkungen. 


Der Elektrisator. Obgleich die der Entladung ausge- 
setzten Fliissigkeiten sich anscheinend nicht merklich erwarmten, 
so schien es doch bei der Notwendigkeit der Kontrollversuche 
und der starken Beeinflussung der Reaktionsgeschwindigkeiten 
bei enzymatischen Reaktionen durch geringe Temperaturdiffe- 
renzen notwendig, durch besondere Kihlvorrichtung fiir még- 
lichste Temperaturkonstanz zu sorgen. Es wurde deshalb den 
Elektrisatoren folgende durch die Zeichnung veranschaulichte 
Form gegeben: 

Das GlasgefiB (s. Fig. 1), das der Aufnahme der Versuchs- 
bzw. Kontrollésung dient und bei einer H6he von i8cm einen 
inneren Durchmesser von 4 cm besitzt, ist in seiner ganzen 
Lange von einem aufgeschmolzenen Kiihler umgeben, durch 
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den wahrend der Versuchsdauer Wasser strémt. Der Boden 
des GefaBes, der vom Kiihler frei bleibt, taucht gerade in die 
Oberflache einer Sal.'6sung, in die die eine Leitung des Induk- 
toriums gefiihrt ist. Das EntladungsgefaB verjiingt sich oben 
etwas; der eingeschliffene, hohle Glaspfropfen tragt die zweite 
Elektrode, ein 20,5 cm langes Glasrohr, das am unteren Ende 
zu einer Kugel von 1 cm Durchmesser auf- 
geblasen ist. Die Dimensionen sind so ge- 
wahlit, daB bei 50 ccm Versuchslésung die 
Kugel gerade 2 cm von der Fliissigkeitsober- 
fliche entfernt ist. Kugel und Glasrohr 
werden mit Salzlésung gefiillt. In sie taucht 
der zweite Draht des Induktoriums. Ferner 
| trigt der Glaspfropfen das zum AnschluB an 
- die Vakuumpumpe bestimmte Ansatzrohr und 
fiir die entsprechenden Versuche mit Gas- 
oder Luftdurchleitung') ein an der Kugel 
vorbeifiihrendes zur Capillare ausgezogenes 
Glasrohr, dessen Lange mit den Versuchs- 
zwecken schwankt. Handelt es sich darum, 
x im Entladungsraum irgendein Gas, dessen 
\_ |] a EinfluB auf die Reaktion festzustellen ist, 
Fig. 1. gegenwartig zu halten, so endet die Capillare 
oberhalb der Fliissigkeitsoberflache. Die Rege- 
lung der Gaszufuhr wird dann durch eine besondere, mit Wasser 
gefiillte Waschflasche, die den Elektrisatoren vorgeschaltet ist, 
besorgt. Soll aber das Gas der Riihrung dienen, um Suspen- 
sionen unléslicher Stoffe, wie Fette in Wasser, herbeizufiihren, 
so laBt man die Kapillare erst unmittelbar iiber dem Boden 
des Elektrisators enden. Versuchs- und Kontrollgefa8 sind immer 
in genau iibereinstimmender Weise eingerichtet, abgesehen von 
den bei letzteren fehlenden elektrischen Anschliissen. 

Die Erzeugung des Vakuums besorgte eine mit zwei Riick- 
schlagventilen versehene gréBere Wasserstrahlpumpe, die die 
konstante Einstellung auf 20 mm Quecksilberdruck gewiahr- 
leistete. Bei Gaszufiihrung durch die Capillaren konnten durch 
Quetschhahne der Gaseintritt und das Vakuum reguliert werden. 


























1) Fiir die Versuche ohne Gasdurchleitung kann das Kapillarrohr 
fehlen. 
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Versuchs- und KontrollgefaB wurden stets an die gleiche 
gegabelte Vakuumleitung angelegt; auch die Gaszufuhr durch 
die Capillaren erfolgte aus einer gemeinsumen Leitung. Beide 
GefaBe waren etwa 1*/, m voneinander entfernt; durch iso- 
lierte Befestigung des KontrollgeféBes auf einem zweiten Tisch 
wurde der Einflu8 der Elektrizitét von ihm ferngehalten. Das 
Kihlwasser durchstrémte zunachst das KontrollgefaB, dann das 
VersuchsgefaB. Bei umgekehrter Schaltung wurde das Kontroll- 
gefaB durch den Wasserstrom merklich geladen. In der gewahlten 
Anordnung lieB sich eine Fortleitung der Elektrizitéit auf das 
KontrollgefaB nicht feststellen. Doch nahmen wir spater fiir 
beide GefaBe zwei verschiedene Wasserhahne fiir die Kiihl- 
leitung; ein Unterschied zeigte sich gegeniiber der eben er- 
wahnten Schaltung nicht. In beiden Fallen ist ja eine leitende 
Wasserstromung zwischen beiden GefaéBen, die sich bei der ge- 
gebenen Laboratoriumsanlage der Wasserleitung auch nicht ver- 
meiden lieB. Wir iiberzeugten uns jedoch, da8 bei Aufstellung 
des KontrollgefaBes in einem anderen Raum mit isolierter 
Kiihlung die Resultate die gleichen blieben wie bei der ge- 
schilderten Anordnung. Ein merklicher Einflu8 der durch die 
Kihlung veranlaBten Elektrizitatsleitung ist also nicht vor- 
handen. 


Die chemischen Untersuchungsmethoden. 


Es war von Anfang an klar, da8 nur die empfindlichsten 
chemischen Arbeitsmethoden zur Klarung der Frage benutzt 
werden muBten. Die zahlreichen Erfahrungen des einen von 
uns iiber die chemische Wirkung der stillen Entladung wiesen 
auf die Notwendigkeit hin, mit recht geringfiigigen quantita- 
tiven und qualitativen Beeinflussungen zu rechnen. Die Be- 
deutung der Befunde konnte und muBte sogar unabhangig von 
dem GréBenma8 der beobachteten Wirkungen bleiben, da eine 
relativ kleine Versuchsanordnung iiber Vorginge unterrichten 
sollte, die unter weit gréBeren Verhaltnissen in der Natur oder 
auch in kiinstlichen Anlagen eine wichtige Rolle spielen kénnen. 
In manchen Fallen, in denen die stoffliche Ausbeute eine 
bessere war, konnte das Untersuchungsverfahren vereinfacht 
werden. Immer wurden Versuchs- und Kontrollésungen in genau 
der gleichen Weise untersucht. 
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1, Untersuchung der diastatischen Wirkung. 


Handelt es sich darum, die Hydrolyse von Starkelésungen 
durch die Entladung bei Fehlen des Enzyms zu ermitteln, so 
kann die Jodreaktion zunachst nur dariiber belehren, ob im 
Versuch die Hydrolyse bis zum volligen Verbrauch der Starke 
durchgefiihrt ist. Sie sagt natiirlich nichts aus iiber den Grad 
der Hydrolyse. Ihn lernt man nur durch die quantitative 
Zuckerbestimmung, die nach Bertrands Methode ausgefiihrt 
wurde, kennen. Polarimetrische Bestimmung ist zu ungenau 
und gestattet keine quantitative Auswertung. 

Die Bertrandsche Bestimmung wurde in der Weise aus- 
gefiihrt, daB ein aliquoter Anteil der entsprechend verdiinnten 
Lésung mit einer abgemessenen Menge kolloidaler Eisenoxyd- 
lésung versetzt wurde unter Zusatz von einigen Kubikzenti- 
metern gesattigter Natriumsulfatlésung. Magnesiumsalze sind 
zu vermeiden, weil das bei dem Kochen mit der alkalischen 
Kupferlésung ausfallende Magnesiumhydroxyd die Filtration des 
Kupferoxyduls sehr erschwert. Von dem wasserklaren Filtrat 
der Eisenoxydfillung kam ein bestimmter Anteil nach Ber- 
trands Vorschrift zur weiteren Behandlung. Die Titration 


wurde mit "/,,-Kaliumpermanganatlésung ausgefiihrt, die von 
Zeit zu Zeit auf ihren Kupferwert kontrolliert wurde. Meist 
entsprach 1ccm der Lésung 3,16 mg Kupfer. 

In Gegenwart von Diastase wurde in genau der gleichen 
Weise verfahren. Oft auch stellten wir, um eine Beurteilung 
fiir den Ausfall des Versuches zu gewinnen, die Osazonprobe an. 


2. Untersuchung der tryptischen Wirkung. 

Als Substrate dienten unseren Versuchen Seidenpepton, 
Casein und Fibrin. Nur die beiden ersteren wurden fiir sich 
auf ihr Verhalten der Entladung gegeniiber gepriift. Die Un- 
léslichkeit des Fibrins macht den Versuch mit ihm iberfliissig. 
Das Seidenpepton verwendeten wir sowohl in wasseriger als auch 
in Hinsicht auf den tryptischen Angriff in ganz schwach alka- 
lischer Lésung. Casein wurde in neutraler oder schwach soda- 
alkalischer Caseinnatriumlésung benutzt. 

Von dem reinsten Casein-Hammarsten gebrauchten 3 g 
4,15ccm ®/,-NaOH zur Neutralisation. Die Lésungen wurden 
in Zwischenréumen von 2 bis 3 Tagen frisch hergestellt, sterili- 
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siert und jede Infektion nach Méglichkeit vermieden. Der Zu- 
satz antiseptischer Mittel war durch den Zweck ausgeschlossen. 

Um eine Einwirkung der Entladung auf die Substrate 
festzustellen, wurde in folgender Weise verfahren. 

Bei dem Seidenpepton kann eine Hydrolyse zum Auf- 
treten von Ammoniak und freien, nicht kolloidalen Amino- 
siuren fiihren. Die Bildung des ersteren lieB sich qualitativ 
durch Vergleich der Versuchs- und Kontrollésungen gegen 
NeBlers Reagens erkennen, quantitativ durch Destillation mit 
Magnesia. Bei den schwach alkalischen Lésungen bietet die 
quantitative Ammoniakbestimmung keine genauen Anhaltspunkte, 
weil in dem starken Vakuum zweifellos Spuren Ammoniak aus 
der Loésung entweichen. Das gilt natiirlich ebenso fiir die 
alkalischen Caseinlésungen. 

In den alkalifreien Peptonlésungen wurde weiter auf eine 
Veranderung des Gesamtsauretiters gepriift. Ob eine Amino- 
siureabspaltung stattgefunden hat, lieB sich mittels der van 
Sly keschen und der S6rensenschen Methoden ermitteln. Beide 
wurden angewandt, und zwar cowohl auf die urspriing- 
lichen, vorher gegen Phenolphthalein neutralisierten 
Lésungen, als auch nach der Entfernung der Kolloide 
durch kolloidales Eisenoxyd auf die peptonfreien 
Loésungen. 

Bei der Ausfiihrung der Sdérensenschen Me- 
thode ist die Kohlensiiure durch Auskochen der 
Lésungen vorher zu entfernen. 

Die gleichen Proben wurden auch bei der Ver- 








wendung der Caseinlésungen benutzt. Doch kamen 
hier noch weitere hinzu, die der eine von uns (L6b) 
zur Untersuchung des Magensaftes fiir klinische 
Zwecke ausgearbeitet hat. 

Das Casein l4B8t sich durch verdiinnte Essig- 
siure leicht vollkommen ausfallen. Nimmt man 
diese Ausfallung in Zentrifugenglaschen vor, deren 
stark verjiingter unterer Teil ca.1ccm,dasin */,y)cem fig. 9. 





geteilt ist (Fig. 2), faBt, so gelingt es, wenn man 

gleiche Teile der Versuchs- und Kontrollésung in genau gleichen 
Glaischen zu gleicher Zeit auf einer elektrischen Zentrifuge 
(3000 Umdrehungen pro Minute) 10 Minuten zentrifugiert, das 
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Casein als festen, bei weiterem Zentrifugieren nicht mehr ver- 
ainderlichen Pfropfen in dem unteren Teil des Glaschens zu 
schleudern. 

Die Volumina dieser Caseinniederschlige lassen sich scharf 
ablesen und geben unmittelbaren Vergleich der unveranderten 
Caseinmengen. Zur weiteren Sicherstellung der Resultate wird 
dann die iiber dem Niederschlag befindliche Fliissigkeit durch 
ein Filter abgegossen, der Niederschlag mit Wasser im Zentri- 
fugenglaschen verriihrt und nochmals zentrifugiert. Das Wasser 
wird nun von dem Bodensatz durch das gleiche Filter ab- 
gegossen und das Zentrifugenglischen mehrmals ohne Aufriihren 
des Niederschlags mit Wasser gewaschen und letzteres durch das 
Filter mit den ersten Filtraten vereint. In den Filtraten sind 
nun alle léslichen Produkte aus dem Casein vereint; im Glis- 
chen, bzw. auf dem Filter das unveranderte Casein. Mit diesem 
sowohl, wie mit den gesammelten und auf bestimmtes Volum 
gebrachten Filtraten JéBt sich die Biuretreaktion in folgender 
Form quantitativ colorimetrisch anstellen. 

Der Caseinniederschlag wird im Glaschen in 7,5 ccm 
15°/,iger Natronlauge gelést, die Lésung durch das vorher fiir 
das Waschwasser benutzte Filter in ein 100-ccm-MeB8kolbchen 
filtriert, griindlich mit Wasser nachgewaschen, sodann 2,5 ccm 
einer Kupfersulfatlésung, die im Liter 138 g Salz enthilt, hin- 
zugefiigt und bis zur Marke aufgefiillt. Nach sehr griind- 
lichem Umschiitteln wird nach einer Viertelstunde durch ein 
trocknes Filter filtriert. Bei genau gleicher Bearbeitung von 
Versuchs- und Kontrollésung erhaélt man so biuretfarbene Fil- 
trate, die sich sogleich im Duboscqschen Colorimeter quan- 
titativ vergleichen lassen und so eine Nachpriifung der Casein- 
mengenablesung geben. Bei der Geringfiigigkeit der Wirkung 
ist es oft notwendig, durch verschiedene Methoden das Resultat 
zu kontrollieren. Eine weitere Kontrolle gibt dann die colori- 
metrische Ausmessung der Biuretreaktion der Filtrate. Die 
Methodik ist die gleiche, wie bei der Bearbeitung des Nieder- 
schlags. Auch wurden die gleichen Mengen Natronlauge und 
Kupfersulfatlosung angewandt und die Volumina der Filtrate 
auf 100 ccm gebracht. Es ist klar, daB die Intensitatswerte 
der Biuretreaktion in den Filtraten entgegengesetzt den der 
Caseinniederschlige sein miissen. Je mehr Casein unverandert 
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geblieben ist, desto weniger biuretgebende Stoffe sind gelést 
und umgekehrt. So bietet diese Kontrolle ein weiteres Hilfs- 
mittel zur Sicherstellung der Resultate. 

Die gleichen Methoden, Priifung auf Ammoniakabspaltung, 
auf Vermehrung der Aminoséuren nach Slyke und Sérensen, 
sowohl vor wie nach der Behandlung mit kolloidaler Eisen- 
oxydlésung wurden auch zu den Versuchen iiber die Einwirkung 
der Entladung auf Substrat und Enzym benutzt. Ebenso kam 
fiir die Casein-Enzymversuche die colorimetrische Biuretaus- 
wertung und die Zentrifugiermethode in der geschilderten 
Weise zur Anwendung. 

Bei den Fibrinversuchen, die nur in Gegenwart von Enzym 
ausgefiihrt wurden, suchten wir durch Bestimmung des Stick- 
stoffs des léslich gewordenen Anteils Aufschlu8 zu erhalten, 
indem wir die Verbrennung des Filtrats nach Kjeldah! 
durchfiihrten. 

Da es sich bei unseren Untersuchungen um die Beein- 
flussung empfindlicher biologischer Vorgiinge an hochmolekularen 
Substanzen handelt, so schien uns die chemische quantitative 
Bestimmung oft nicht ausreichend, um die Frage einer Wirkung 
in bezug auf die biologische Reaktionsfaihigkeit konkludent zu 
beantworten. Es war mit der Méglichkeit zu rechnen, daB 
eine Verinderung in der Teilchen- oder MolekulargréBe, die 
sich in der chemischen Analyse nicht ausspricht, die Angreif- 
barkeit gegeniiber den Enzymen modifiziert. Um dieser Frage 
niher zu kommen, verfuhren wir so, daB wir die Substrat- 
lésungen des Versuchs und der Kontrolle, wenn Enzyme dabei 
waren nach kurzem Aufkochen der Fliissigkeiten und Filtration, 
in Serienversuchen der Einwirkung steigender Mengen von 
Enzymlosungen fiir bestimmte Zeiten aussetzten und die 
Mischung feststellten, die vollstindige Verdauung als Grenz- 
wert aufwies. Zeigten sich in Versuchs- und Kontrollfliissig- 
keiten hierbei regelmaBig wiederkehrende Unterschiede, so war 
der SchluB gerechtfertigt, da8 durch die Entladung das Sub- 
strat eine Veranderung erfahren hat, die es der Enzymwirkung 
gegentiber mehr oder weniger angreifbar macht. Z. B. wurden 
nach beendigtem Versuch von der auf bestimmte Volumina 
aufgefiillten Caseinlésung des Versuchs und der Kontrolle je 
2 ccm in eine Anzahl] Reagensgliser gebracht und zu ihnen 
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steigende Mengen: 0,1 ccm, 0,2 ccm, 0,3 com usw. einer auf 
ihre Wirksamkeit gepriiften Trypsinlésung unter Zusatz einer 
gleichen Menge 1°/,iger Sodalésung (schwach alkalische Reak- 
tion) hinzugefiigt. Nach ein-, zwei- und mehrstiindigem Ver- 
weilen im Brutschrank lieB sich durch einige Tropfen (fiir alle 
Proben die gleiche, vorher ausprobierte Anzahl) 1°/,iger Essig- 
siure das unangegriffene Casein ausfillen. Das Reagensglas, 
bei dem gerade keine Ausfiallung mehr erfolgte, enthielt die 
zur volligen Verdauung eben ausreichende Enzymmenge. War 
das Filtrat in dem geschilderten Sinne verandert, so waren 
die Mischungen fiir gerade vollstandige Verdauung bei Ver- 
suchs- und Kontrollésung nicht die gleichen. Nur mehrfache 
Wiederholung dieser Proben mit stets gleichem Resultat wurde 
als Hinweis auf eine derartige Beeinflussung angesprochen. 

Ein ahnliches Verfahren wandten wir auch bei den Stiarke- 
versuchen an. Es wird bei ihrer Besprechung noch besonders 
erwahnt werden. 

Beziiglich der elektrischen Einrichtung, die nur zur Aus- 
fiihrung kleinerer Versuche ausreicht, sei auf meine friiheren 
Angaben verwiesen. 


Die Herstellung der Versuchslésungen. 

Da wir zunachst nur mit einem Material von sehr starker 
Enzymwirkung arbeiten wollten, so wahlten wir, wie bereits 
erwahnt, die Gesamttrockensubstanz von Schweinepankreas, die 
uns von der Chemischen Fabrik Rhenania Aachen-Hamburg 
mit gréBter Liberalitét in vorziiglicher Qualitét und groBen 
Mengen zur Verfiigung gestellt wurde. Die frisch geschlach- 
teten Organe werden nach dem Verfahren der Fabrik voll- 
standig entblutet, gewaschen, dann unter Alkohol gebracht, um 
eine weitere Entwasserung vorzunehmen, der Alkohol wieder- 
holt abgepreBt und erneuert und schlieBlich durch Fettlosungs- 
mittel ein groBer Teil der Fettsubstanzen entfernt. Alle Mab- 
nahmen werden bei Zimmertemperatur durchgefiihrt; auch das 
schlieBliche Trocknen, nach dem die zerfallenen Organe durch 
Kugelmiihlen zerkleinert und nétigenfalls auch gesiebt werden. 
Es resultiert ein feines lockres, schwach gelbes Pulver, das 
keine Blutreaktion mehr gibt, noch reichlich Peptone und Ei- 
weiB, weniger Fett enthalt und eine ungemein starke diasta- 
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tische, tryptische und lipolytische Wirksamkeit besitzt. Uber 
das MaB dieser Wirkungen hat der Eine von uns (Léb*) vor 
einiger Zeit Daten mitgeteilt, die zeigen, daB man mit dieser 
Substanz fiir die vorliegenden Zwecke in ungemein groBen 
Verdiinnungen arbeiten muB. 

Wir stellten deshalb zuniachst eine Stammlésung der En- 
zyme dar, indem wir 5g ,,Pankreatin* mit 50 ccm Wasser 
1 Stunde auf der Schiittelmaschine schiittelten, das triibe Ge- 
misch sodann */, Stunde auf der elektrischen Zentrifuge ab- 
schleuderten, die obere diinne Fettschicht abhoben und die 
iiber dem Bodensatz befindliche Fliissigkeit filtrierten. Es re- 
sultierte so eine klare gelbe Lésung, die wir fiir die Versuche 
stark, oft um das tausendfache, verdiinnten. Erst in dieser 
Abschwachung lieB sich die Reaktionsgeschwindigkeit der En- 
zymwirkungen messend verfolgen. Die Angabe ,,Enzymlosung 
1:1000“ usw. bezieht sich also stets auf die Verdiinnung des 
durch die Schiittelung erhaltenen Extraktes. Es ist, um ein 
Bild von dem Wirkungsgrad des Pankreatins zu erhalten, noch 
zu beachten, daB ein groBer, vielleicht sogar der gréBere Teil 
der Enzyme nicht in Lésung geht, sondern an die unldéslichen 
Stoffe adsorbiert bleibt. 

Die Enzymlésungen miissen oft frisch hergestellt werden, 
da ihr Titer sich schnell verandert und zwar zunichst ver- 
starkt wird, wahrscheinlich durch Abbau hemmender Stoffe. 
Man kann durch Toluolzusatz die Enzymlésungen langere Zeit 
haltbar machen, doch wurde von diesem Hilfsmittel kein Ge- 
brauch gemacht, da Spuren von Kohlenwasserstoffen und. an- 
deren Substanzen die Wirkung der Entladung nach unerwiinschten 
Richtungen ablenken. Das trockne Pankreaspulver halt sich 
bei sorgfaltiger Aufbewahrung (Schutz gegen Feuchtigkeit) jahre- 
lang unverandert. 


Experimenteller Teil. 


I. Die Einwirkung der stillen Entladung auf Substrate 
der Enzymwirkung. 


In einem experimentell noch unbekannten und schwierigen 
Gebiet ist es notwendig, die einzelnen Faktoren einer Aufgabe 
zunachst fiir sich zu behandeln und das komplizierte Problem 


1) Diese Zeitschr. 46, 125, 1912. 
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in méglichst einfache und durchsichtige Unterprobleme aufzu- 
lésen. Bevor sich feststellen 14Bt, inwieweit Enzymreaktionen 
in ihrem Ablauf durch die stille elektrische Entladung beein- 
fluBt werden, mu8 man wissen, wie sich unter gleichen Ver- 
haltnissen die Substrate ohne die Enzyme und — soweit es 
experimentell durchfiihrbar ist — die Enzyme ohne die Sub- 
strate verhalten. Das Hauptaugenmerk der vorliegenden Unter- 
suchung galt den diastatischen, tryptischen nnd lipolytischen 
Hydrolysen. So ergab sich die experimentelle Forderung und 
Disposition, zuvérderst das Verhalten der den Enzymwirkungen 
auszusetzenden Kohlenhydrate, EiweiBstoffe und Fettkorper 
kennen zu lernen. 


Das Verhalten der Starke. 

Uber die Hydrolyse der Starke habe ich bereits in einer 
friiheren Mitteilung’) einige merkwirdige Beobachtungen auBer 
dem Eintritt der Hydrolyse veréffentlicht. So die Erscheinung, 
daB wahrend der Entladung aus der klaren Starkelésung sich 
unlésliche Flocken abscheiden, die, auch wenn die Hydrolyse 
in der Lésung vollstindig war, die Fahigkeit behielten, sich 
mit Jodlésung tief blau zu farben. Diese Ausflockung tritt 
auch in dem gekiihlten Elektrisator ein. Auch war schon be- 
tont worden, daB die Starkelésung durch die Entladung nicht 
sauer wird, daB unter den gewahlten Versuchsbedingungen Ozon 
iiberhaupt nicht, Wasserstoffperoxyd nur in Spuren gebildet 
wird, die fiir die Hydrolyse nicht in Betracht kommen konnten. 
Die Richtigkeit dieser Auffassung lieB sich experimentell leicht 
beweisen. 100 ccm einer 1°/,,igen Starkelésung wurden mit 
3 Tropfen 3°/, igem Wasserstoffperoxyd versetzt 3 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. In dieser Zeit war eine 
gleiche Starkelésung durch die Entladung vollstaindig hydroly- 
siert, so daB die Jodreaktion ausblieb. Die entstehende Wasser- 
stoffperoxydmenge war dabei bis zur Grenze des médglichen 
Nachweises minimal geblieben. In der Staérkelésung mit Wasser- 
stofiperoxydzusatz, die der Entladung nicht ausgesetzt war, 
trat anscheinend itiberhaupt keine Hydrolyse ein: die Jodreak- 
tion war tief blau, das Wasserstoffperoxyd in ungeschwichter 
Reaktion nachweisbar. Ferner lat sich in einer 1°/,, igen 





1) Diese Zeitschr. 60, 290, 1914. 
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Starkelosung, durch die wahrend der Entladung dauernd Wasser- 
stoff geleitet wird, ebenso, wie bei Fehlen des Wasserstoffes 
die Hydrolyse durchfiihren. 

Die eben erwahnte Bildung der Starkeflocken war auf 
eine Art Polymerisationsvorgang, auf eine Bildung der unldés- 
lichen Starke, wie sie von Gruzewska’) an der Amylose der 
Kartoffelstarke beobachtet worden ist, zuriickgefiihrt worden. 
Neuere Beobachtungen, nicht nur an der Starke, scheinen dar- 
auf hinzuweisen, daB die Entladung ,,ausflockend“ wirkt, wo- 
bei der AusflockungsprozeB chemisch mit einem Polymerisations- 
prozeB identisch sein mag. Diese Ausflockung braucht aber 
nicht bis zum Sichtbarwerden vorzuschreiten, sondern sie macht 
sich durch ihr chemisches Verhalten schon friiher bemerkbar. 
Es wurde fest- und durch wiederholte Versuche sichergestellt, 
daB Starke, die der Entladung ausgesetzt, aber nicht hydroly- 
siert war (indem bei reichlicher Starkekonzentration die Ent- 
ladung nicht annahernd bis zur beendigten Hydrolyse durch- 
gefiihrt wurde), daB dieser nicht hydrolysierte, aber der Ent- 
Jadung ausgesetzte Anteil der Starke in der Lésung weit 
langsamer durch Diastase gespalten wird, als es vor der Ent- 
ladung der Fall war. Es liegt nahe anzunehmen, daB wir es 
hier mit einem EinfluB der TeilchengréBe auf die Reaktions- 
geschwindigkeit im heterogenen System zu tun haben. Die 
durch die VergréBerung der kolloiden Partikelchen der Starke 
geschaffene Oberflachenverkleinerung setzt die Reaktionsge- 
schwindigkeit gegeniiber dem Enzym herab, Die Starke in 
diesem diastatisch trageren Zustand wiirde danach eine Zwischen- 
form zwischen der urspriinglichen léslichen Starke und der 
sichtbar ausgeflockten bedeuten. 

Als Diastasel6sung wurde die Pankreatinlésung, deren 
Herstellung bereits geschildert wurde, verwandt. Die Wirk- 
samkeit der Stammlésung ist eine so starke, daB die Ver- 
diinnungen derselben auf 1:1000 bis 1:2000 getrieben werden 
muBten. In welcher Weise die Entladung auf die Starke 
einwirkt, zeigt die Beschreibung einzelner Versuche; beziig- 
lich der analytischen Technik verweise ich auf die Vorbemer- 
kungen. 





*) Compt. rend. 152, 785, 1911. 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 2 
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Hydrolyse der Starke. 


Kihlelektrisator. Vakuum 20 mm. Stromstarke in der 
Primarspule 1,3 Amp. Unterbrecher auf héchste Unterbrechungs- 
geschwindigkeit, Motor auf maximale Umdrehungszahl einge- 
gestellt. Abstand der Glaskugelelektroden von der Filiissig- 
keitsoberfliche 2—2,5 cm. Glimmentladung. 








Reduzierender ‘Zucker 


Zusatz der Loésung Dauer in Kontrolle | im Versuche 


angegeben in mg Cu nach 
Bertrand 


50 ccm 1°/, ige Lésung | 3 Stunden 34,8 75,8 
50 cem 0,5°/, ige Lésung | 6 Stunden 15,8 53,7 
sae aaa 
e 
50 ccm 0,5°/, ige Losung | 6 Stunden 15,8 44,24 
Jodreaktion 
| braun-violett 














Zahlreiche weitere Versuche mit gleichem Resultat sind 
durchgefiihrt. 

Die der Entladung ausgesetzten Lésungen enthalten also, 
auch wenn die Hydrolyse nicht bis zu Ende durchgefiihrt 


wurde, immer betriachtlich mehr Zucker als die Kontrollésungen. 

Um das Verhalten der elektrisch behandelten Stirke- 
lésungen gegen Diastase festzustellen, wurde die Geschwindig- 
keit der Enzymwirkung gleichzeitig bei diesen und den stirke- 
reicheren zugehérigen Kontrollésungen gepriift. Immer zeigte 
sich, daB die letzteren durch die Diastase trotz des Mehr- 
gehaltes an Starke viel schneller hydrolisiert wurden, als die 
Versuchslésungen. 

Im einzelnen wurde in folgender Weise verfahren. Ob- 
gleich chemisch die Abwesenheit von Ozon festgestellt war, 
und die vielleicht vorhandenen Spuren von Wasserstoffperoxyd 
die Diastasewirkung, wie besondere Versuche lehrten, nicht 
beeinfluBten, wurde doch zunichst eine Probe der Versuchs- 
losung mit starker Diastaselésung (Stammlésung oder Verdiin- 
nung 1:10) stehen gelassen. Der alsbaldige Eintritt der Hydro- 
lyse zeigte, daB keine Stoffe in der Lésung waren, welche die 
Diastase direkt unwirksam machen. Es handelt sich also nur 
um Hemmungen. Die chemische Untersuchung der neutral 
bleibenden Versuchslésungen gab keinen Anhaltspunkt dafiir, 
daB die Ursache der Hemmung in einem andern Faktor, als 
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der Starke selbst, zu suchen sei. Zum Vergleich der Diastase- 
wirkungen wurden von den in gleichem MaBe verdiinnten 
Stairkelésungen je 5ccm auf eine Reihe von Reagensglisern 
verteilt und steigende Mengen sehr verdiinnter Enzymlésung 
zugefiigt. Sodann wurden die Mischungen in den Brutschrank 
gebracht und in bestimmten Zeitintervallen den Reagensglasern 
je 1 ccm entnommen und mit Jod die Priifung auf die Gegen- 
wart von Starke vorgenommen. Man erhielt so Grenzen des 
Uberganges von Blau in Gelb, an denen sich der Fortschritt 
der Hydrolyse genau erkennen lieB, Das weitere lehren die 
Tabellen. Fiir diese Versuche wurden je 80ccm 0,5°/, bis 1°/, ige 
Starkelésung 3 Stunden der Entladung unterworfen, Versuchs- 
und Kontrollésungen auf gleiche Volumina gebracht, ein Teil 
zur Bestimmung des Hydrolysengrades, ein Teil fiir die fol- 
genden Reihenversuche benutzt. 


1°/,ige Stérkelésung, 3 Stunden Entladung. 








t 


Im Brutschrank bei 38° C. 
Ausfall der Jodreaktion nach 
1 Stunde 2 Stunden 24 Stunden 
Versuch | Kontrolle] Versuch | Kontrolle| Versuch | Kontrolle 
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8 
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Kontrollésung | 


zu je 5ccem der 
Versuchs- und | 


1: 1000. Zugesetzt 








blau blau blau violett | blau gelb 
” ” ” gelb ” 


” n 


n 


¥ 


” 


- 


OUOMnnw Ss OM ip bo 


” 
braun 





° 
peavesvees 


” 





COD Do = SOO | Pankreatinlés. 











OO ONS Oe OO tO 








ss3sza33333 3 


— 


” ” | ” 


> 


In dieser Versuchsreihe ist es auch in 24 Stunden mit 
3 ccm Pankreatinlésung nicht gelungen, die Hydrolyse herbei- 
zufiihren. Erst 1 ccm einer 1:100 Pankreatinlésung brachte 
in 18 Stunden die Jodreaktion zum Schwinden. Bezeichnet 
man bei gleichbleibender Versuchsanordnung das erste Aus- 
bleiben, gezihlt nach der Versuchsnummer oder, was ihr ent- 
spricht, der wachsenden Pankreatinkonzentration, als Grenze 
des Hydrolysengrades, so liegt diese Grenze nach der obigen 
Tabelle nach einer Stunde fiir den Versuch iiber 10, fiir die 


Kontrolle bei 6, nach 2 Stunden fiir den Versuch iiber 10, fiir 
2Q* 
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die Kontrolle bei 1. So lassen sich kurz die Resultate noch 
einiger Versuchsreihen angeben. 

0,5°/,ige Starkelésung. Versuchsdauer 3 Stunden. Pan- 
kreatinlésung 1: 2000. Diastatische Wirkung: 

Nach einer Stunde Grenze fiir Versuch itiber 12, fiir 
Kontrolle 7. 

Pankreatinlésung 1: 100: 

Nach einer Stunde Grenze fiir Versuch 1, fiir Kontrolle 1. 

Bei geniigender Diastasenkonzentration tritt also auch in 
der Versuchslésung vollstindige Hydrolyse ein. Der Wechsel 
in den Konzentrationsverhaltnissen der Pankreatinlésungen er- 
klart sich aus ihrer wechselnden Wirksamkeit, deren Grad bei 
frischer Darstellung, sowie auch nach einigem Stehen immer 
aufs neue ermittelt werden mu8, um die fiir unsere Versuche 
zweckmaBigen Konzentrationen festzustellen. 

0,5°/,ige Starkelésung. Versuchsdauer 3 Stunden. Pan- 
kreatinlésung 1:5000. Diastatische Wirkung: 

Nach einer Stunde Grenze fiir Versuch iiber 12, fiir Kon- 
trolle iiber 12. 

Nach 3 Stunden Grenze fiir Versuch iiber 12, fiir Kontrolle 
iiber 5. 

Nach 24 Stunden Grenze fiir Versuch iiber 12, fiir Kon- 
trolle iiber 1. 

20 ccm Versuchslésung wurden durch 0,5 ccm unverdiinnte 
Pankreatinlésung, ebenso wie die Kontrollésung in 20 Stunden 
vollstandig hydrolysiert. 


Das Verhalten des Seidenpeptons. 


Das Seidenpepton erschien als Substrat fiir die tryptische 
Wirkung wegen seines Tyrosingehaltes geeignet, da sich hierauf 
vielleicht ein quantitatives Ma8 fir die tryptische Hydrolyse 
griinden lieB. Trotz seiner groBen Bestandigkeit war es not- 
wendig, zunichst festzustellen, wie sich die Peptonlésungen fiir 
sich gegeniiber der Entladung verhalten, zumal nach der friiheren 
Feststellung des einen von uns’) das selbst so bestandige 
Glykokoll einer, wenn auch geringfiigigen Spaltung unterliegt. 

Die Seidenpeptonlésungen erwiesen sich gegeniiber der Ent- 


1) Lob, diese Zeitschr. 60, 293, 1914. 
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ladung als sehr unempfindlich, auch wenn durch Zusatz von 
Soda fiir eine schwach alkalische Reaktion, wie sie fiir die 
tryptische Verdauung giinstig ist, gesorgt wurde. Eine etwas 
stirkere BeeinfluBung gelang lediglich durch Sauerstoffdurch- 
leitung unter verdiinntem Druck wahrend des Versuchs, wobei 
es sich wahrscheinlich nur um Ozonwirkung handelt. 

Uber die prinzipielle analytische Methodik bei den Seiden- 
peptonlésungen ist das Erforderliche in den Vorbemerkungen 
gesagt worden. Es geniigt deshalb die Zusammenstellung der 
Resultate. Es kamen in dem Kiihlelektrisator je 50 ccm der 
Peptonlésung zur Verwendung; der Abstand der Glaskugel- 
elektrode betrug 2 cm. Nach beendigtem Versuch wurden die 
Lésungen in 200-ccm-K6lbchen gespiilt, mit 50 ccm kolloi- 
daler Eisenoxydlésung und etwas festem Natriumsulfat versetzt, 
bis zur Marke angefiillt und nach griindlichem Umschiitteln 
filtriert. Von den Filtraten wurden je 50 ccm zur Bestimmung 
des gesamten, nicht an kolloide Substanzen gebundenen Stick- 
stoffs, 50 ccm zur Ermittlung des Aminosiurestickstoffs nach 
der Methode von Sérensen, spater auch nach der von van 
Slyke benutzt. Wenn weitere Einzelbestimmungen durchgefiihrt 
wurden, ist besonders darauf aufmerksam gemacht. Die Werte 
sind fiir die Kjeldahl-Bestimmungen in Kubikzentimeter */,,- 
H,SO,, fiir S6rensen in Kubikzentimeter */,,-NaOH angegeben. 





Kjeldahl-Werte Sérensen-Werte 


Konzentra- 
tion der 
Peptonlésung 


Versuch Kont rol le Versuch | Kontrolle 


3,84 ccm 4,32 ccm 3,28 ecm | 2.88 ecm 

4,26 » 3,80 » 3,40 » | 8,40 

359» $37» 2,70 » | 290 » 
| 


Versuchs- 
dauer 





| 





> aS oa 
3 3 @ 
* & 


co 


5,84 » 5,53 » 2,63 » 2,75 » 
4,58 » 4,76 » 2.47 » 2,33» 
4,75 » 5,83 » (2) 2,29 » 2,06 » 
4,38 4,38 » 2,20 2,10 
10 cem wih 10 cem nach [50 ecm - NH, 50 ecm al NH, 
Slyke: Slyke: = 0,57 com = 0,53 cem 


| 


115 cem N | 1,05cem N 19 H,SO, | 1,9 H,SO, 

1°/, mit Soda | 6 Std. |Lésungen auf 200 ccm ohne Fe(OH); mit Wasser gebracht 

10 cem nach | 10 com nach 8,94cem | 3,88 com 
Slyke: | Slyke: [50ccom auf NH, 50 ccm auf NH, 


4,40 com N | 4,35 ecem N | —1,54ccm | —1,35 ccm 
Io HSO, | "1 H,SO, 


DH HD S 
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Wurde wahrend des Versuches Luft durchgeleitet, so wiesen 
die quantitativen Daten auch nur relativ unbedeutende Unter- 
schiede auf. 

1°/,ige Peptonlésung nach 6stiindigem Versuch auf 200 ccm 
mit Wasser gebracht, ohne Behandlung mit kolloider Eisen- 


losung. Davon ergaben: 
Versuch Kontrolle 
5 ccm direckt auf 
Aciditat titriert . .0,52cem?/,,NaOH 0,46 ccm'/,, NaOH 
10 cem nach S6rensen 0,99 » “ 0,76 » " 
10 » ” Slyke re 4,30 » N 4,15 » N. 


Wahrend aber die Kontrollésung sich qualitativ frei von Am- 
moniak zeigte, gab die Versuchslésung mit NeBlers Reagens 
sofort deutliche Gelbfirbung; auBerdem enthielt sie Ozon und 
Wasserstoffperoxyd. 

Man muB8 also die Einwirkung der Entladung auf die 
Seidenpeptonlésungen als auBerst geringfiigig bezeichnen. 


Das Verhalten des Caseins und Fibrins. 


Das aus reinstem Casein und Natronlauge nach den An- 
gaben in den Vorbemerkungen hergestellte Caseinnatrium von 
neutraler Reaktion kam in 3°/,iger wasseriger Losung zur Ver- 
wendung. Bei den meist 6stiindigen Entladungsversuchen lieB 
sich mit und ohne Luftdurchleiten eine sichere chemische Ein- 
wirkung nicht feststellen. Zwar triibte sich die Versuchslésung 
durch geringfiigige Koagulation des Caseins, jedoch gaben die 
Bestimmungen des durch Essigsiure nicht fallbaren Stickstoff- 
anteils keine Unterschiede gegeniiber den Kontrollésungen, die 
auBerhalb der Fehlergrenze der analytischen Methodik lagen. 
Diese Widerstandsfaihigkeit des Substrates lieB dasselbe als be- 
sonders geeignet fiir die spaitere Untersuchung iiber die Beein- 
flussung der Enzymwirkung durch die Entladung erscheinen. 
Ebenso wird das in Wasser suspendierte Fibrin der ja nur 
die Oberflache der Fliissigkeit treffenden Entladung entzogen. 
Fir die Fibrinversuche kam frisches Pferdeblutfibrin, das durch 
tagelanges Auswaschen vollstiindig vom Blut befreit, rein weil 
war und unter Glycerin aufbewahrt wurde, zur Verwendung. 
Von dem ausgewaschenen und zwischen FlieBpapier oberflachlich 
getrockneten Priparat wurden gleiche Mengen abgewogen, die 
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fiir die Versuche und die Kontrollen in bestimmten Mengen 
Wasser verteilt wurden. 


Das Verhalten des Tributyrins. 


Als Substrat fiir die Untersuchung der Beeinflussung der 
Lipasenwirkung wahlten wir reines Tributyrin. Dasselbe wurde im 
Kiihlelektrisator in Wasser suspendiert und wahrend der Ent- 
ladung durch einen capillar eingeleiteten Wasserstoffstrom, der 
zunachst eine alkalische Bleilésung, dann zwei Waschflaschen 
mit Permanganatlésung und eine Waschflasche mit alkalischer 
Pyrrogalluslésung durchstrémte, in feiner Verteilung gehalten. 
Bei einer Entfernung der Glaskugelelektrode von der Oberflache 
der Fliissigkeit von 1 cm erstrahlt im Vakuum der Zwischenraum 
zwischen Oberflache und Glaskugel in violettem Licht, das nur 
im Dunkeln zu sehen ist. Bei dem angewandten Elektrisator 
wurde 1 ccm Tributyrin in 75 ccm Wasser verteilt. Bereits nach 
3stiindiger Entladung zeigt die Versuchslésung im Gegensatz 
zur Kontrollésung deutlich den Geruch nach Butterséure. Als 
die Glaskugelelektrode in einigen Versuchen durch eine Messing- 
kugel ersetzt wurde, schieden sich Flocken ab, die in Alkohol 
unléslich, in Natronlauge léslich waren und beim Kochen mit 
Schwefelséure deutlich den Geruch nach Buttersdiure zeigten. 
Die Natur der Flocken festzustellen, gelang nicht; doch ist es 
wahrscheinlich, da8B sich ein schwerlésliches Metallsalz der Butter- 
siure gebildet hatte. Zur quantitativen Feststellung der Hydro- 
lyse wurden Versuchs- und Kontrollésungen mit absolutem 
Alkohol auf 200 ccm gebracht, wobei das Tributyrin sich auf- 
lést, und unter Verwendung von Phenolphtalein und Rosolsaure 
gegen "/,,.-Natronlauge filtriert. Je 100 ccm der Lésung, mit 
einem Tropfen 2°/,igem alkoholischem Phenolphthalein versetzt, 
ergaben fiir den Versuch einen Verbrauch von 4,9 ccm, fiir die 
Kontrolle einen Verbrauch von 2,0 ccm. Unter Anwendung 
von je einem Tropfen 5°/,iger alkoholischer Rosolsiure war 
der Verbrauch an */,,.-Natronlauge 3,0 und 1,0 ccm. 

Bei einem in gleicher Weise 18 Stunden lang durchgefiihrten 
Versuch waren die Erscheinungen genau die gleichen. Die mit 
Rosolsiure ermittelten Aciditiatszahlen waren fiir den Versuch 
9,5 com, fiir die Kontrolle 1,4 ccm "/,))-Natronlauge. Bei diesem 
Versuche wurden je 100 ccm mit Calciumcarbonat bis zur neu- 
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tralen Reaktion geschiittelt. Nach griindlichem Auswaschen wur- 
den die Filtrate der Dampfdestillation unterworfen, eingeengt und 
die klaren Lésungen in gewogenen Platinschalen eingetrocknet. 
Die Versuchslésung ergab 0,0358 g buttersaures Calcium, die 
Versuchslésung 0,0126 g. Zur weiteren Identifizierung wurden 
die beiden Salze mit Silbercarbonat in das charakteristische 
buttersaure Silber iibergefiihrt. Die Tributyrinversuche sind 
stets mit demselben Resultat wiederholt worden. Es findet 
durch die Entladung eine teilweise Hydrolyse des Fettes statt, 
die zweifellos dem Umfange nach nur dadurch so gering- 
fiigig ist, daB das Tributyrin in Wasser unldslich ist und nur 
voriibergehend durch den Gasstrom an die Fliissigkeitsober- 
flache gefiihrt wird. 


II. Das Verhalten des Pankreatins. 


Um eine Beeinflussung der enzymatischen Wirksamkeit 
durch die Entladung festzustellen, wurde in zweierlei Weise 
verfahren. Einmal wurden die Enzymlésungen der Entladung 
ausgesetzt und nachher vergleichsweise mit Enzymlosungen, die 


der Entladung nicht ausgesetzt waren, in ihrer Wirkung auf 
die verschiedenen Substrate gepriift. Weiter wurde untersucht, 
ob die Reaktion zwischen Enzym und Substrat unter dem Ein- 
flu8 der Entladung direkt beeinfluBbar ist. 

Fiir die erste Art der Priifung wurde eine Pankreatin- 
stammlésung meist auf das 10fache verdiinnt und je 50 ccm 
zum Versuch und zur Kontrolle angewendet. Es ist notwendig, 
die Versuche in vorher sterilisierten GefiBen anzustellen, und 
auch sonst, da der Zusatz von antiseptisch wirkenden Mitteln 
ausgeschlossen ist, unter den VorsichtsmaBregeln médglichster 
Sterilitat zu arbeiten. So wurden die Enzymlosungen vor dem 
Versuch stets durch Berkeley-Filter oder Chamberlain-Kerzen 
filtriert, ein Verfahren, das bei der Priifung der Lipase, die 
leicht zuriickgehalten wird, nicht angiangig ist. Da alle Ver- 
suche im Vakuum stattfanden, so ist eine Infektion der Lésung 
wahrend der Versuche nicht beobachtet worden. Nachdem die 
Entladung mehrere Stunden eingewirkt hatte, wurden Versuch- 
und Kontrollésungen passend verdiinnt und nunmehr durch 
parallele Serienversuche die Einwirkung auf die einzelnen Sub- 
strate quantitativ festgestellt. 
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a) Prifung gegen Starke. Zu dem Zweck kamen je 
5 com einer 1°/, igen Staérkelésung in eine Reihe von Reagens- 
glasern. Dieselben wurden sodann mit steigenden Mengen der 
Pankreatinlésungen des Versuchs und der Kontrolle versetzt 
und in bestimmten Zeitintervallen die Grenze festgestellt, bei 
der bei 37° die Hydrolyse der Starke vollstandig geworden ist. 
Die Resultate einer Reihe von Versuchen sind die folgenden: 
Pankreatinlésung 1:100, 50 ccm, 3 Stunden der Entladung aus- 
gesetzt, gleichzeitig mit Kontrolle. Nach beendigtem Versuch 
Pankreatinlésungen auf 1:1000 verdiinnt. Fiir Versuch und 
Kontrolle je 12 Reagensgliser mit je 5 ccm 1°/,iger Starke. 
Zusatz der beiden Pankreatinlosungen je 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 
1,2, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0 ccm. Die Reagensgliser wurden 
mit steigendem Pankreatingehalt von 1 bis 12 numeriert, so 
daB die im folgenden angegebene Grenze immer das Reagens- 
glas bedeutet, in dem die blaue Jodstairkereaktion gerade ver- 
schwunden war. Es ergab sich: 

Nach 1 Stunde im Brutschrank: 

Grenze fiir Versuch . . . itiber 12 


= 


” 0 
Nach 2 Stunden im Brutschrank: 
Grenze fiir Versuch . . ._ iiber 12 
” ¢ eS ous & a & 
Nach 3 Stunden im Brutschrank: 
Grenze fiir Versuch , . . itiber 12 
” a ace ns tard 
Nach 20 Stunden im Brutschrank: 
Grenze fiir Versuch , . . iiber 12 
” + Te. kao ae 8 


Bei einem zweiten in gleicher Weise ausgefiihrten Versuch 
wurden noch weitere Reagensgliser Nr. 13 bis 18 mit je 5 ccm 
Starke versetzt und 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 com der Pan- 
kreatinlésung in der urspriinglichen Verdinnung 1:100 hinzu- 
gefiigt, um einen Grenzwert auch fiir die Versuchslésungen mit 
Sicherheit zu erreichen. Die Resultate waren in diesem Fall, 
in dem die Pankreatinlésungen von vornherein schwiachere dia- 
statische Eigenschaften hatten, als die zuerst hergestellten, die 
folgenden: 
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Stunden Grenze Grenze 
im Brutschrank fiir Versuch fiir Kontrolle 


1 18 12 
2 16 11 
3 16 10 
20 14 5 
Bei einem dritten Versuch in der gleichen Anordnung wie 
beim zweiten Versuch wurden folgende Daten gefunden: 


Stunden Grenze Grenze 
im Brutschrank fiir Versuch fiir Kontrolle 


1 17 10 
2 15 7 
3 15 6 
20 11 5 

Aus diesen Versuchen geht mit voller Sicherheit hervor, 
daB die diastatischen Eigenschaften durch die Entladung ge- 
schadigt werden. DaB nicht irgendwelche Oxydationsprodukte 
fiir diese Schadigung in Frage kommen, zeigen besondere Ver- 
suche, die im Vakuum unter Durchleiten von Wasserstoff aus- 
gefiihrt wurden. Die Resultate blieben dieselben. 

b) Priifung gegen Casein. Zur Priifung, ob die Ein- 
wirkung der Entladung auf die Pankreatinlésung ihr tryptisches 
Vermégen verindert, wurde als Substrat eine neutrale 1°/,ige 
Caseinnatriumlésung gewahlt. In einer Reihe von Reagens- 
glisern wurden je 2 ccm dieser Lésung mit steigenden Mengen 
der elektrisch behandelten Enzymlésungen und, in gleicher Weise, 
der Kontrollésung versetzt, und nach langerem Verweilen im 
Brutschrank durch Anséuerung mit verdinnter Essigsaure die 
Grenzkonzentration festgestellt, bei der véllige Verdauung ein- 
getreten war, der Zusatz von Essigsiure also keine Triibung 
mehr hervorrief. Die fiir den Versuch und die Kontrolle in 
der Verdiinnung 1:10 angesetzte Pankreatinldsung wurde nach 
3 stiindiger Einwirkung der Entladung auf das 10fache, also 
1:100, verdiinnt und von diesen Lésungen 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 
1,0 cem zu je 2 ccm der Caseinnatriumlésung zugesetzt. Die 
einzelnen Versuche ergaben folgende Resultate: 


Stunden Grenze Grenze 
im Brutschrank fiir Versuch fiir Kontrolle 

1 iiber 5 iiber 5 

2 » 6 5 

3 » 65 4 
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Ein zweiter Versuch ergab folgende Daten: 


Stunden Grenze Grenze 
im Brutschrank fiir Versuch fiir Kontrolle 


1 iiber 5 iiber 5 
2 5 4 
20 alles verdaut alles verdaut 


In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Pankreatin- 
losung durch eine Trypsinlésung ersetzt. Das Trypsin (Kahl- 
baum) war vollstaéndig in Wasser loslich und gelangte wegen 
seiner starken Wirksamkeit in der Verdiinnung 1: 100 zur An- 
wendung. Nach 3stiindiger Einwirkung wurden die Lésungen 
auf 1:1000 verdiinnt und in den oben angegebenen Abstu- 
fungen, deren Reihe aber bis zu 2 ccm Enzymlésungszusatz er- 
ganzt wurde, zu je 2 ccm der Caseinlésung zugefiigt, so daB 
10 Abstufungen fiir den Verdauungsversuch zur Verfiigung 
standen. Die Resultate sind die folgenden: 


Stunden Grenze Grenze 
im Brutschrank fiir Versuch fiir Kontrolle 
1 1 iiber 10 iiber 10 
2 8 
3 7 


1 10 
2 . 


Nummer 


0 
3 iiber 10 
6 Stunden 8 
Entladung : 7 
4 10 
desgl. é 7 

: 5 
Aus diesen Daten geht hervor, da8 eine geringe Hemmung 
auch der tryptischen Wirkung durch die Entladung herbei- 
gefiihrt wird. Es muB8 aber unentschieden bleiben, ob dieselbe 
auf einer Schidigung der Enzyme beruht. Es zeigte sich nim- 
lich, daB in der Versuchslésung wiahrend der Entladung im 
Gegensatz zur Kontrollésung, die klar blieb, eine Flocken- 
bildung stattfand. Diese Flocken erwiesen sich im Versuch 
gegeniiber der Caseinnatriumlosung als recht verdauungskraftig. 
Es ist mithin méglich, daB durch die Entladung eine Koagu- 
lation von EiweiSsubstanzen stattfindet, daB diese ausfallenden 





28 W. L&db und A. Sato: 


Flocken einen Teil der Enzyme adsorbieren, so da die von 
den Flocken befreite Lésung, die in den vorstehenden Versuchen 
zur Verwendung kam, enzymarmer ist. Ein derartiger Vorgang 
kénnte sich in der beobachteten Schwichung der tryptischen 
Wirkung der Versuchslésung aiuBern. Bei diesen Verdauungs- 
versuchen erwies es sich als zweckmaBig, eine Infektion im 
Brutschrank durch Zusatz von Toluol zu verhindern. Bei einigen 
Versuchen wurde durch Zusatz einiger Tropfen 1°/,iger Soda- 
lésung fiir schwache Alkalescenz gesorgt, ohne daB die Resultate 
dadurch modifiziert wurden. 

c) Priifung gegen Fibrin. Die Unléslichkeit des Fibrins 
erforderte ein etwas anderes Verfahren. Nach 3stiindiger Ein- 
wirkung der Entladung auf eine Pankreatinlésung 1:10 wurde 
diese ebenso wie die Kontrollésung auf 1:100 verdiinnt. Je 
20 cem der Lésungen wurden mit gleich groBen Flocken frischen 
Fibrins (5 g) versetzt und bestimmte Zeiten im Brutschrank 
gehalten. Danach wurde die Mischung aufgekocht, mit ver- 
diinnter Essigsaure schwach angesauert, klar filtriert unter sehr 
griindlichem Nachwaschen. Sodann wurde in den Filtraten der 
in Lésung gegangene Stickstoff mittels der Kjeldahlschen Me- 
thode direkt bestimmt. Nach 1stiindigem Verweilen im Brut- 
schrank kam in zwei verschiedenen Versuchen fiir die Versuchs- 
losungen ein Verbrauch von 7,7 und 10,8 ccm ®/,,-Schwefel- 
siure, dem fir die Kontrollésungen 12,0 und 14,15 ccm ent- 
sprachen. Ein dritter Versuch ergab nach 2stiindiger Ver- 
dauung im Brutschrank fiir die Versuchslésung in Doppel- 
bestimmung 25,80 und 26,00 ccm ®/,,-Schwefelsdure, fiir die 
Kontrollésung 27,60 und 27,90 cem. Aus diesen Versuchen ist 
der SchluB zu ziehen, daB das tryptische Vermégen auch gegen- 
iiber Fibrin durch die Entladung eine geringe Hemmung er- 
leidet. 

d) Priifung gegen Tributyrin. Um zu entscheiden, ob 
auch die Lipasenwirkung der Pankreatinlésung durch die Ent- 
ladung beeinfluBt wird, wurden 75 ccm einer Pankreatinlésung 
1:50 3 Stunden der Entladung ausgesetzt. Nach dem Ver- 
diinnen der Versuchs- und Kontrollésung auf 150 ccm mit 
Wasser und Filtration dienten je 50 ccm der Prifung auf 
Lipasenwirkung. Zu jeder der Lésungen kamen 5 ccm einer 
2°/,igen Tributyrinlésung in 50°/,igem Alkohol, ferner je 
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2 Tropfen 5°/,iger alkoholischer Rosolsiure. Mittels Natron- 
lauge wurden beide Lésungen genau neutralisiert, sodann 
24 Stunden im Brutschrank gehalten und die eingetretene 
Sauerung mit "/,,-Natronlauge filtriert. Eine haufige Wieder- 
holung der Versuche ergab iibereinstimmend, daB auch die 
- Lipasenwirkung durch die Entladung geschwacht wird. So ver- 
brauchten in verschiedenen Versuchen die Versuchslésungen 
1,0, 1,0, 0,9, 0,94 ccm ®/,,-Natronlauge, denen fur die Kontroll- 
lésungen die Werte 1,94, 1,90, 1,37 und 1,40 ccm "/,,-Natron- 
lauge entsprachen. 


III. Die Beeinflussung der Enzymreaktionen durch 
die Entladung. 


Nachdem durch die im Vorhergehenden geschilderten Ver- 
suche ein Einblick in das Verhalten einiger Substrate und 
Enzymlésungen fiir sich gewonnen war, konnte man nunmehr 
der Aufgabe naher treten, wie sich die Enzymreaktion selbst, 
d.h. die Einwirkung des Enzyms auf das Substrat unter dem 
EinfluB der elektrischen Entladung verhalt. Die Technik war 
bei diesem Versuche die gleiche wie bei der Untersuchung der 
Substrate fiir sich. Nach bestimmter Einwirkungsdauer wurde 
in den Versuchs- und Kontrollésungen quantitativ die Ver- 
anderung der Substrate ermittelt. Es war nicht ohne weiteres 
vorauszusehen, wie das Resultat dieser Versuche ausfallen wiirde. 
Wenn auch die Enzymwirkung fiir sich durchgehends eine 
Hemmung zu erleiden scheint, so ist zu beriicksichtigen, dab 
die Substrate selbst mehr oder weniger im Sinne der Enzym- 
wirkung durch die Entladung direkt hydrolysiert werden konnen, 
so daB diese Wirkung der schadigenden Wirkung auf die En- 
zyme entgegengesetzt gerichtet ist und sie vielleicht kompen- 
sieren oder iiberkompensieren kann. Ferner diirfte die Tat- 
sache der teilweisen Ausflockung der Enzyme durch die Ent- 
ladung insoforn den gesamten hydrolytischen ProzeB begiin- 
stigen, als mit der Ausflockung eine Adsorption des Substrates 
und damit eine groBere Oberflachenwirkung fiir die Reaktion 
zwischen Enzym und Substrat veranlaBbt werden konnte. 

a) Pankreatinlésung und Starke. Die Versuche wurden 
in der Weise angesetzt, daB Mischungen von 20 ccm steriler 
1°/ iger Staérkelésung mit 5 cem einer Pankreatinlésung 1: 100 
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3 Stunden der Entladung ausgesetzt wurden. Dann wurden in 
der geschilderten Weise Versuchs- und Kontrollésungen unter 
Auffiillung auf 200 ccm mit kolloidaler Eisenoxydlésung von 
den kolloiden Substanzen befreit und je 50 ccm der Filtrate 
nach der Methode von Bertrand auf ihren Gehalt an redu- 
zierenden Zuckern gepriift. Die angegebenen Zahlen geben 
direkt die fiir 50 ccm verbrauchten Kubikzentimeter der "/,,- 
Kaliumpermanganatlosung wieder, die fiir die Endtitration be- 
nutzt wurde. 


Nr Verbrauch an Kaliumpermanganat 
z Versuch Kontrolle 


1 5,85 7,98 
6,03 7,78 
3,50 5,01 
3,60 5,30 
9,2 11,40 
9,2 11,42 


Die Verschiedenheit der einzelnen Versuchs- und Kontroll- 
werte trotz gleich langer Entladungszeiten erklart sich daraus, 


daB die stets frisch hergestellten Pankreatinldsungen von vorn- 
herein verschiedene diastatische Wirksamkeit besaBen. Es geht 
aus den Resultaten hervor, daB die Enzymreaktion unter dem 
Einflu8 der elektrischen Entladung betrachtlich langsamer ver- 
lauft als ohne diese, und daB auch die durch die Entladung 
herbeigefiihrte Hydrolyse der Starke nicht ausreicht, um die 
Hemmung der enzymatischen Reaktion aufzuheben. 

b) Pankreatin und Casein. Um bei dieser Kombination 
den eingetretenen Grad der Verdauung des Caseins festzustellen, 
muBte ein etwas anderer Weg eingeschlagen werden, als bisher 
zur Lésung dieser Aufgabe verfolgt wurde. Denn es gelang 
nicht, nach dem Ausfallen des noch unverdauten EiweiBes durch 
Essigsiure klare Filtrate zu erzielen, die fiir die Kjeldahl- 
Bestimmung sichere Werte versprachen. Eine andere Ent- 
eiweiBungsmethode war gleichfalls nicht anwendbar, da mit der 
Méglichkeit gerechnet werden muBte, daB der Abbau bei einem 
noch kolloidalen Zwischenglied halt macht, das bei den auf 
Adsorption beruhenden EnteiweiBungsmethoden mit nieder- 
gerissen werden konnte. Es wurde darum so verfahren, daB 
nach beendigter Einwirkung der Entladung (dasselbe geschah 
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mit der Kontrollésung) die Enzyme durch kurzes Aufkochen 
vernichtet wurden. Nach dem Abkiihlen wurden dann die 
Lésungen in abgestufter Menge mit derselben frischen Trypsin- 
lésung versetzt und nunmehr zugesehen, ob nach 2stiindiger 
Verdauung bei 37° Versuchs- und Kontrollésungen einen Unter- 
schied fiir die Grenze der vollstindigen Verdauung erkennen 
lieBen. 

Bei einigen Versuchen, die mit 10 ccm einer sehr wirk- 
samen Trypsinlésung 1: 1000 und 40 ccm einer 1°/, igen Casein- 
natriumlésung unter Zusatz von 5 Tropfen 1°/, iger Sodalésung 
bei 3 stiindiger Einwirkungsdauer angestellt wurden, kochten wir 
Versuchs- und Kontrollésung kurz auf, filtrierten und wuschen 
auf 100 ccm nach. Von den Filtraten wurden je 2 ccm in 
Reagensglasern mit 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0, 1,5, 2,0 2,5 cem einer 
frisch hergestellten Trypsinlésung 1:1000 versetzt und nach 
1 stiindigem Aufenthalt im Brutschrank die Grenze festgestellt, 
bei der auf Zusatz von Essigséure keine Triibung erfolgte. 
Diese Grenze lag nach 1 Stunde fiir die Versuchslésung noch 
oberhalb des achten Reagensglases, fiir die Kontrollésung bei 7. 
Nach 6 Stunden lag die Grenze fiir die Versuchslésung bei 8, 
fiir die Kontrollésung bei 3. Aus diesem Versuch, der mit 
gleichem Resultat mehrfach wiederholt wurde und der auch mit 
den weniger genauen Versuchen qualitativ ibereinstimmte, 
in denen nach direkter Ausfallung des Caseins der Stickstoff- 
gehalt der Filtrate nach Kjeldahl ermittelt wurde, mu8 
man schlieBen, daB, ebenso wie die Stairkehydrolyse, auch die 
tryptische Verdauung des Caseins durch die Entladung ge- 
hemmt wird. 

Die in den experimentellen Vorbemerkungen geschilderte 
Zentrifugiermethode, sowie die colorimetrische Auswertung der 
Biuretreaktion wurde fiir die Casein-Pankreatin-Versuche mehr- 
fach angewandt. Obgleich die mit diesen Methoden gewonnenen 
Resultate, die schon mitgeteilten Befunde nur bestatigen, so 
moége doch die Angabe eines Versuches erfolgen. 

50 ccm einer 3°/,igen Caseinnatriumlésung wurden mit 
10 ccm einer Pankreatinlésung 1:1000 unter Zusatz von 
6 Tropfen 1°/,iger Sodalésung 6 Stunden der Einwirkung der 
stillen Entladung ausgesetzt. Von den auf 100 ccm aufgefiillten 
Filtraten der Versuchs- und Kontrollésung wurden je 10 ccm 
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in den geschilderten Zentrifugenglischen durch 10 Tropfen 
1°/,iger Essigsiure angesaéuert und zentrifugiert. Der Casein- 
niederschlag der Versuchslosung betrug 0,15 ccm, der der Kon- 
troll6sung 0,12 ccm, so daB der Angriff auf das Casein durch 
die Entladung deutlich geschwacht erscheint. Sodann wurden 
ie 50 ccm der Filtrate mit je 7,5 com 15°/,iger Natronlauge 
und 2,5 ccm einer Kupfersulfatlosung, die 138 g krystalliertes 
Salz im Liter enthielt, versetzt, auf 100 ccm aufgefillt und 
nach griindlichem Umschiitteln filtriert. Die violettblaue Biuret- 
reaktion in den Filtraten gelangte sodann im Duboscqueschen 
Colorimeter zur Vergleichung. Die gleiche Farbintensitat ver- 
langte fiir die Versuchslésung 70 mm, fiir die Kontrollésung 
65 mm Schichthéhe, sodaB auch dieser mit dem gleichen Re- 
sultat mehrfach wiederholte Versuch zeigt, daB die Kontroll- 
lésung an Biuret gebenden Stoffen durch die Verdauung schneller 
angereichert wird als die Versuchslésung. Des weiteren wurde 
auch der in den Zentrifugenréhrchen erhaltene Caseinnieder- 
schlag, nachdem er von der iiberstehenden Fliissigkeit befreit 
und nochmals mit 10 com Wasser unter Zusatz von 10 Tropfen 
1°), iger Essigsiure gewaschen und zentrifugiert war, nach Ent- 
fernung des Waschwassers in Natronlauge gelést und in der 
eben geschilderten Weise unter Auffiillung auf 50 cem fiir die 
colorimetrische Vergleichung der Biuretreaktion vorbereitet. 
Nunmehr zeigte sich die gleiche Farbintensitét, wenn die 
Kontrollésung auf 70 mm eingestellt war, bei der Versuchs- 
losung bei 64 mm, so daB letztere mehr Casein enthielt, was 
eine Bestitigung des durch das direkte Zentrifugieren er- 
haltenen Resultats bedeutet. Wenn auch die Hemmung der 
Caseinverdauung durch die Entladung nur eine geringe ist, 
so muB sie doch durch diese Versuche als sicher erwiesen 
gelten. 

c) Pankreatin und Fibrin. Bei den ersten Versuchen 
iiber die Beeinflussung der Fibrinverdauung durch die Ent- 
ladung zeigte sich das nach den bisherigen Erfahrungen iiber- 
raschende Resultat, daB durch die Entladung eine Beschleu- 
nigung der Enzymreaktion herbeigefiihrt wird. Dasselbe wurde 
anfangs so gedeutet, daB durch die von der Entladung ver- 
anlaBte Koagulation vielleicht ein schnelleres Fixieren des En- 
zyms an das Substrat stattfindet. Weitere Versuche wiesen aber 
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darauf hin, daB die Erschiitterung, die sich von dem auf dem 
gleichen Tische befindlichen Unterbrecher fortpflanzte, diese 
Erscheinung hervorrufen konnte. Es gelang namlich durch er- 
schiitterungsfreie Aufhangung des Unterbrechers die Erscheinung 
umzukehren und eine Hemmung der Fibrinreaktion, wie sie bei 
der Caseinverdauung beobachtet war, herbeizufiihren. Die quan- 
titative Bestimmung wurde durch die Ermittlung des Stickstoff- 
gehaltes nach Kjeldah! in den Filtraten ausgefiihrt. Wurde 
z. B. eine Pankreatinlésung 1:500 mit Fibrin unter Zusatz von 
3 Tropfen i°/, iger Sodalésung wahrend 3 Stunden der Entladung 
unterworfen, so zeigten, als die Erschiitterung durch den Unter- 
brecher nicht vermieden war, aliquote Teile der Filtrate von 
Versuchs- und Kontrollésungen folgende Stickstoffwerte, aus- 
gedriickt in Kubikzentimeter ®/,,-Schwefelsaure. 
Versuchslésung Kontrollésung 

25,76 22,35 

26,57 23,38 

10,74 9,64 

Es ist noch zu erwahnen, daB vor dem Filtrieren der Ver- 
dauungslésungen die schwach alkalische Reaktion durch 30 Trop- 
fen 1°/,iger Essigsiure in eine saure verwandelt wurde. 

Bei Vermeidung der Erschiitterung durch den Unterbrecher 
gelangten 20 ccm Trypsinlésung 1: 100 unter Zusatz von 15 ccm 
Wasser und 15 Tropfen 1°/,iger Sodalésung nebst 5 g Fibrin- 
flocken zur Anwendung. Nach 2stiindiger Entladungszeit wurde 
mit 30 Tropfen 1°), iger Essigsiure angesiuert, filtriert und die 
Filtrate auf 250 ccm gewaschen. In je 100 com wurde sodann 
der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. In gleicher Bedeutung 
wie oben ergaben sich folgende Zahlen: 

Versuchslésung Kontrollésung 
30,14 31,16 
27,99 30,91 
17,90 21,75 

Zur weiteren Bestitigung dieses Resultates wurde auch 
hier die colorimetrische Methode angewandt. Je 20 ccm der 
Filtrate mit 7,5 com 15°/,iger Natronlauge und 2,5 cem Kupfer- 
sulfatlosung ergaben auf 100 ccm aufgefiillt und filtriert bei 
dem ersten Versuch fiir eine Schichth6he von 80 mm der Ver- 


suchslésung bei 75 mm der Kontrollésung gleiche Farbintensitit. 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 3 
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Fiir den zweiten Versuch waren die entsprechenden Werte 90 
und 82, fiir einen dritten 90 und 77. Man muB also aus 
diesen Versuchen den SchluB ziehen, daB bei AusschluB der 
Erschiitterung der Versuchslésung das Fibrin sich wie das 
Casein verhilt. 

Zum weiteren Nachweis, daB in der Tat die erwahnte 
mechanische Ursache den Verlauf der Reaktion bestimmt, sind 
die zuletzt erwihnten Versuche in genau derselben Weise wieder- 
holt worden, wahrend der Unterbrecher sich mit dem Elektri- 
sator auf dem gleichen Tische befand. Jetzt ergab die Stick- 
stoffbestimmung fiir den Versuch 28,52 ccm %/,,-Schwefelsaure, 
fiir die Kontrolle 27,77 ccm. Im gleichen Sinne fiel die colori- 
metrische Bestimmung aus: fiir die Versuchslésung 75 mm, fiir 
die Kontrollésung 80 mm. Es braucht nicht besonders betont 
zu werden, daB bei allen diesen Versuchen die Kontrollésung 
erschiitterungsfrei aufgestellt war. Wenn auch bei der Gering- 
fiigigkeit der Differenzen ein vollstindig sicherer Schlu8B gewagt 
erscheint, so diirften doch die Resultate dieser wiederholten, 
aufs sorgfaltigste durchgefiihrten Versuche mit groBer Wahbrschein- 
lichkeit fiir die gegebene Deutung der Unterschiede sprechen. 


Zusammenfassung. 

1. Wasserige Starkelésungen werden unter dem EinfluB der 
stillen Entladung und der Glimmentladung bei Gegenwart und 
bei Ausschlu8 von Sauerstoff hydrolysiert. Dabei wird der 
noch nicht hydrolisierte Anteil der Starke, vielleicht im Sinne 
einer Polymerisation, in anderer Weise verandert, so daB der 
der Entladung ausgesetzte, aber nicht hydrolysierte Anteil der 
Starke gegen Diastase widerstandsfaihiger ist als nicht mit 
Elektrizitat behandelte Starke. 

2. Durch die elektrische Behandlung von Pankreatin- 
lésungen werden die diastatischen Eigenschaften derselben stark 
gehemmt. 

3. Die Reaktion zwischen Diastase und Starke wird durch 
die elektrische Behandlung gehemmt. 

4. Seidenpeptonlésungen werden nur in ganz geringem MaBe 
durch die Entladung hydrolysiert, wobei etwas freies Ammoniak 
entsteht. Die Menge der Aminosaéuren und der nichtkolloidalen 
Stickstoffsubstanzen wird nicht in nachweisbarem Umfang ver- 





Elektrokultur. I. 35 


mehrt. Auch Casein und Fibrin sind gegeniiber der Entladung 
widerstandsfahig. 

5. Die tryptischen Eigenschaften von Pankreatinlésungen 
werden durch die Entladung gehemmt. 

6. Ebenso erleiden die Reaktionen des Enzyms mit Casein 
und Fibrin geringe Hemmung. 

7. Tributyrin wird unter der Einwirkung der stillen Ent- 
ladung hydrolysiert. 

8. Die Lipase des Pankreatins wird durch die Entladung 
geschwacht. 











Das Verhalten des Rohrzuckers bei der stillen Entladung. 
Von 
Walther Lob. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Virchow-Krankenhauses, Berlin.) 
(Eingegangen am 8. Dezember 1914.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Uber die Einwirkung der stillen Entladung auf Rohr- 
zuckerlésung liegen bisher noch keine Mitteilungen vor. Eine 
Inversion des Rohrzuckers durch ultraviolette Strahlen haben 
Bierry, Henri und Ranc’), sowie Euler und Ohlsen’) be- 
obachtet. Meinen Versuchen diente die schon mehrfach be- 
schriebene*) elektrische Apparatur mit Rotax-Unterbrecher und 
Induktorium. Der Elektrisator bestand aus einem Glasgefaf} 
in der Form einer Gaswaschflasche. Er hat eine Hohe von 18 cm 
und einen inneren Durchmesser von 4 cm und ist in seiner 
ganzen Lange von einem aufgeschmolzenen Kihler umgeben, 
durch den wahrend des Versuchs Wasser strémt. Der Boden 
des GefaiBes, der vom Kiihler freibleibt, taucht gerade in die 
Oberflache einer Salzlésung, in die die eine Leitung des Induk- 
toriums gefiihrt ist. Das EntladungsgefaiB verjiingt sich oben 
etwas. Der eingeschliffene hohle Glaspfropfen trigt die zweite 
Elektrode, ein 20,5 cm langes Glasrohr, das am unteren Ende 
zu einer Kugel von 1 cm aufgeblasen ist. Kugel und Glasrohr 
werden mit Salzlésung gefiillt. In sie taucht der zweite Draht 
des Induktoriums. Die Dimensionen sind so gewahlt, daB bei 
50 ccm Versuchslosung die Kugel gerade 2 cm von der 


1) Compt. rend. |’Acad. des sciennes 152, 1629, 1911. 

*) Journ. d. Chim. phys. 9, 416, 1911. Vgl. auch Neuberg, diese 
Zeitschr. 13, 309, 1908; 39, 158, 1912 tiber die Umwandlung des Rohr- 
zuckers durch Sonnenlicht. 

3) Diese Zeitschr. 46, 123, 1912. 
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Fliissigkeitsoberfliche entfernt ist. Ferner trigt der Glas- 
pfropfen das zum Anschlu8 an die Vakuumpumpe bestimmte 
Ansatzrohr (Fig.). 

Um die Méglichkeit einer sekundaéren Spaltung des Rohr- 
zuckers durch Wasserstoffperoxyd oder Ozon auszuschlieBen, 
wurde in einem durch die Wasserstrahlluft- 
pumpe hergestellten Vakuum von 20 mm 
Quecksilber gearbeitet. Das Vakuum, das stets 
eine Viertelstunde vor Beginn des Versuches 
hergestellt worden ist, sorgte geniigend dafiir, 
da8B der Gasraum des Elektrisators luftfrei und 
nur mit Wasserdampf gefiillt blieb. Im iibrigen 





ist der Zusatz einer verdiinnten Wasserstoff- / 
peroxydlésung, deren Konzentration weit iiber LS 
die bei der Entladung trotz des Vakuums 
einige Male beobachteten Spuren Wasserstoff- 
peroxyd hinaus ging, ohne jeden EinfluB, (' 
wie besondere Versuche zeigten. — 
Der Grad der Hydrolyse wurde durch die Sire 
quantitative Bestimmung des reduzierenden ox 
Zuckers nach der Bertrandschen Methode in a, 
der Versuchslésung und einer Kontrollésung, Fig. 1. 
die in einem gleichen Gefa8 unter denselben 
Bedingungen des Drucks und der Temperatur dieselbe Zeit ge- 
halten wurde, ermittelt. Die Stromverhialtnisse wahrend des 
Versuches waren so gewahlt, daB die Intensitat in der Primar- 
spule des Induktoriums 1,3 Ampere betrug. Der Rotax-Unter- 
brecher war auf die héchste Unterbrechungsgeschwindigkeit, der 
Motor auf maximale Umdrehungszahl eingestellt. Die Versuchs- 
dauer betrug 12 Stunden. Nach beendigtem Versuch wurden 
Versuchs- und Kontrollésungen, die je 50 ccm 2,5°/, ige Rohr- 
zuckerlésung enthielten, in MeBkélbchen auf je 200 ccm ge- 
bracht. Die Reaktion blieb in allen Fallen neutral. Die Re- 
sultate zweier Versuche sind die folgenden: 
































N Reduzierender Zucker 
Nummer ‘ # hid 
vor dem Versuch | in Versuchslésung {| in Kontrolle 
1 48,2 mg 110 mg, 104 mg 53 mg, 50,6 mg 
2 57,2» 302.4 mg 68 mg 
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Diese beiden Versuche stelle ich deshalb nebeneinander, weil 
sie den groBen, auch schon friiher beobachteten EinfluB des 
Elektrodenabstands von der Fliissigkeitsoberflache zeigen. Bei 
dem ersten Versuch betrug dieser Abstand infolge einer Repa- 
ratur 2,2 cm, wahrend im zweiten Versuch die normale Ent- 
fernung von 2 cm wieder hergestellt war. Keine der Lésungen 
gab die Reaktion auf Wasserstoffperoxyd. Die Kontrollésungen 
reduzierten eine Silberlésung nur spurenweise, wahrend bei den 
Versuchslésungen Spiegelbildung eintrat. Bei einem 30 Stunden 
lang durchgefiihrten Versuch lieB sich eine geringe Aciditat 
(0,35 ccm */,, Natronlauge) feststellen. Die entstandene Saure 
schien nicht fliichtig zu sein. Ihre Menge ist so gering, daf 
sie fiir die erzielte Inversion, besonders bei der niedrigen 
Temperatur, nicht in Betracht kommt. 

Wahrend der Entladung zieht sich ein nur im Dunkeln 
gut sichtbares, breites Glimmlicht violetter Farbung von der 
Glaskugelelektrode zur Fliissigkeitsoberflache. Es tritt bei 
einem Druck von ca. 35 mm Quecksilber am schénsten auf. 
Wird der Druck zu groB, so. erfolgt Funkenentladung, die 
natiirlich waihrend des Versuches ausgeschlossen bleiben muB. 
Der Rohrzucker wird also ebenso, wie es fiir die Starke’) 
friiher gezeigt worden ist, durch die Entladung hydrolysiert. 


1) Diese Zeitschr. 46, 121, 1912; 60, 286, 1914. 





Zur Kenntnis der Katalase der niederen Tiere. 
Von 
Rudolf Zieger. 
(Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Hingegangen am 25. November 1914.) 


Einleitung. 


Trotz zahlreicher und eingehender Untersuchungen ist es 
erst 1901 Loew gelungen, einwandfrei nachzuweisen, daB die 
Fahigkeit der Organismen, Wasserstoffsuperoxyd zu spalten, 
einem speziellen Enzym zukommt, das er Katalase nannte. 
Hier auf die seit dieser Zeit sehr reichlich einsetzende Literatur 
weiter einzugehen eriibrigt sich, da bereits sehr gute zusammen- 


fassende Werke vorhanden sind’). 

Trotz dieser zahlreichen Untersuchungeu ist die biologische 
Bedeutung der Katalase noch sehr unsicher. Wir wissen, daB 
die Katalase ein allgemein verbreitetes Ferment ist, das H,O, 
spaltet, wobei molekularer Sauerstoff (0,) entsteht; welche Fak- 
toren aber den verschiedenen Katalasegehalt der Tiere und 
Pflanzen bedingen, dariiber ist etwas Sicheres nicht bekannt. 

Die letzten Versuche, die biologische Bedeutung der Kata- 
lase zu erkléren, haben Steche und Waentig*) gemacht. Die 


1) Ich weise besonders zwecks kurzer Orientierung auf die Arbeiten 
von Oppenheimer, ,Die Fermente und ihre Wirkungen“ II. Teil, und 
von Battelli und Stern, ,Die Katalase“ (Ergebnisse der Physiol. 10, 
1910) hin, die auch ausfiihrliche Literaturverzeichnisse bringen. Ich fiihre 
nur die Arbeiten an, die in dem Literaturverzeichnis von Battelli und 
Sterno nicht vorhanden sind. 

*) Waentig und Steche, Uber die fermentative Hydroperoxyd- 
zersetzung. I. Mitteil. Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, Heft 3 u. 4, 1911; 
II. Mitteil. ebenda 76, Heft 2 u. 3, 1912; III. Mitteil. ebenda 79, Heft 4, 
1912; IV. Mitteil. ebenda 83, Heft 4, 1913. — Steche und Waentig, 
Untersuchungen iiber die biologische Bedeutung und Kinetik der Kata- 
lase. Zoologica 67, 1912. 
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Notwendigkeit, die Angaben friiherer Autoren iiber die Kinetik 
dieses Enzyms nachzupriiffen, fiihrte sie zur Aufstellung einer 
befriedigenden Theorie iiber die Kinetik der Katalase. Da 
sich bei ihren Arbeiten eine Menge neuer, fiir die physiologische 
Bedeutung der Katalase wichtiger Gesichtspunkte ergaben, be- 
traute mich Herr Dr. med. et phil. Otto Steche mit der Auf- 
gabe, an der Hand eines méglichst groBen Versuchsmaterials 
die Angaben der friiheren Autoren nachzupriifen und zu ver- 
suchen, ob es nicht gelingen méchte, Beziehungen zwischen 
dem Katalasegehalt und den Lebensvorgangen der Organismen 
aufzufinden. 

Es sei mir noch an dieser Stelle gestattet, Herrn Geheimen 
Rat Prof. Dr. Chun fiir die Uberlassung des Themas und sein 
Wohlwollen, das er mir jederzeit entgegenbrachte, meinen er- 
gebensten Dank auszusprechen. Groen Dank schulde ich vor 
allen Dingen Herrn Privatdozent Dr. Otto Steche, von dem, 
wie erwahnt, die Anregung zu dieser Arbeit ausging, und Herrn 
Privatdozent Dr. P. Waentig, die mich immer in 4duBerst 
liebenswiirdiger Weise mit Rat und Tat unterstiitzten. 


I. Kapitel. 
Materialgewinnung und Methodik. 
Fiir meine Versuche verwendete ich fast ausschlieBlich die 
wirbellosen Tiere. Der Grund dazu war ein doppelter. Erstens 
waren die niederen Tiere auf die Katalase hin verhaltnismaBig 
wenig untersucht, und zweitens konnten bei ihnen Fehler in bezug 
auf die Feststellung der Katalasemengen in den Organen leichter 
vermieden werden. Wahrend bei den Wirbeltieren durch die hohen 
Katalasewerte des Blutes in den damit durchtrinkten Organen 
Ungenauigkeiten bedingt sind, kommen sie bei den Wirbellosen 
infolge des gewohnlich wesentlich geringeren Katalasegehaltes 
der Lymphe weniger in Betracht. 
Das Material zu meinen Untersuchungen wurde zum groBten 
Teil auf Exkursionen gesammelt, zum Teil auch gekauft und 
geziichtet. Im letzteren Falle handelt es sich besonders um 
die Raupen der Lepidopteren, wie Nymphaliden, Sphingiden, 
Bombyciden usw., iiber deren Alter man orientiert sein muBte. 
Die marinen Tiere stammen teils aus Helgoland, teils aus Ro- 
vigno. GroBen Dank bin ich, das Material betreffend, Herrn 
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Reichert, stellvertretendem Vorsitzenden des entomologischen 
Vereins ,Fauna“ zu Leipzig, schuldig, der mir freigiebigst 
groBere Materialmengen zu meinen Untersuchungen _iiberlieB. 


a) Darstellung der Fermentlésungen. 


Zur Herstellung aktiver Fermentlésungen habe ich im 
Anschlu8 an Steche und Waentig folgende Methode ver- 
wendet. Die ganzen Tiere und ihre Organe — letztere muBten 
natiirlich méglichst rein von anderen Geweben und nicht unter 
Wasser prapariert werden — wurden genau gewogen und mit 
einer entsprechenden Menge von chloroformhaltigem, kohlen- 
siurefreiem Wasser verdiinnt, nachdem sie vorher mit ge- 
waschenem und gegliihtem Quarzsande zu einem feinen, homo- 
genen Brei verrieben worden waren. 

Chloroformwasser hat sich als sehr vorteilhaftes Kon- 
servierungsmittel bewiesen, eine Schwachung der Aktivitat der 
Katalase durch Chloroform konnte trotz gegenteiliger Befunde 
von Hoffmann und Spiegelberg nicht bemerkt werden. 

Da nach Angaben von Steche und Waentig schon die 
im destillierten Wasser enthaltene geringe Menge Kohlensiure 
schadigend auf die Katalase einwirkt, wurde, wie schon oben 
erwahnt, immer mit CO,-freiem Wasser gearbeitet. Das ge- 
wohnliche destillierte Wasser wurde, um es CO,-frei zu machen, 
ca. 1 Stunde lang gekocht. Um neue CO,-Adsorption zu ver- 
hiiten, wurde vor die betreffenden Kochflaschen ein U-Rohr 
mit Natronkalk vorgeschaltet. 

Die Verdiinnung der einzelnen Extrakte schwankt je nach 
der Aktivitét der untersuchten Objekte. Durch qualitative 
Proben kann man nach einiger Ubung gut bestimmen, welche 
Verdiinnung man zu wahlen hat. Nach ca. */,stiindigem Stehen 
wurden die Extrakte abfiltriert und sofort untersucht (vgl. 
III. Kapitel). 


b) Versuchsanordnung bei den quantitativen Messungen. 


Auch die Versuchsanordnung bei den kinetischen Messungen 
wurde eng nach den Angaben von Steche und Waentig aus- 
gefiihrt. Die quantitativen Messungen geschahen durch Titration 
des Wasserstoffsuperoxyds mit Kaliumpermanganat in saurer 
Lésung. Zu diesem Zweck wurde eine bestimmte Anzahl Kubik- 
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zentimeter des Filtrats mit kohlenséurefreiem, destilliertem 
Wasser auf 250 ccm verdiinnt und dazu gewodhnlich 1 ccm 
Wasserstoffsuperoxydloésung gegeben. Als Ausgangsmaterial fiir 
die H,O,-Lésung wurde das Mercksche Perhydrol benutzt, im 
Verhaltnis 1:16 mit destilliertem Wasser verdiinnt und davon 
1 ccm auf 250 ccm Fermentlésung gebracht, so daB die H,O,- 
Konzentration nach der Mischung ca. "/,,. war. Ausgefiihrt 
wurden die Versuche im Vakuum und unter standigem Schiitteln 
des Reaktionsgemisches mit der Hand. In bestimmten Inter- 
vallen wurden aus dem Gemisch Proben entnommen von je 
30 cem und in Kélbchen mit verdiinnter Schwefelséure ein- 
gelassen. Es wurde stets eine Reihe von 5 bis 6 Bestimmungen 
ausgefuhrt. Die zur Ausfiihrung der Titration benutzte Schwefel- 
siure diente gleichzeitig dazu, die Reaktion zum Stillstand zu 
bringen. Die nicht zersetzte Menge Wasserstoffsuperoxyd wurde 
durch Titration mit einer "/,,.-Kaliumpermanganatlésung be- 
stimmt. Die Berechnung der Konstanten @rfolgte nach der die 
Abweichung im Reaktionsverlauf deutlicher zeigenden Formel 
fiir die Reaktion 1. Ordnung: 


0,4343 K = ee log“! 


—+ft ~ 


wobei ¢t, und ¢, zwei aufeinanderfolgende Zeitpunkte der Probe- 
entnahmen, c, und c, die ihnen entsprechenden Titrationswerte 
bedeuten. Als Beispiel fiir die so angestellten Versuche dient 


Tabelle I. 
Tabelle I. 


Relanies fiir den Reaktionsverlauf der H,0, penne durch Katalase. 








96. VI. 1912. 25. XI. 1912. 
Hydrophylus piceus, Imag. Dyticus marginalis, Imag. 
Gew. 4,082 g; mit 102,05cem H,O | Gew. 2,390 g; mit 59,75 com H,0 
verdiinnt (1 : 25). verdiinnt (1 : 25). 

Filtrat: Triibe, gelblich, neutral. Filtrat: Triibe, gelblich, neutral. 
2 com +- 250 */499-HyO,. _ 1 com + 250 ®/ 499" H,0¢- 





Geschiittelt 11"19’. Temp. 18°. | Geschiittelt 2°47’. Temp. 18°. 
t KMnO, K_ Ber.1:1000 t KMnO, KX _ Ber.1:1000 


, ”, € , 7 
. a ; ee 2489 7778 4 oe ae 2118 18298 
930” 7.94 2394 730” 1010 202! 
94 9961 10 1750 
1430” 51 2 10730” «= 8.95 p00 
2130" 414 14°30” =. 7.95 


Am Kopfe der Tabelle befinden sich immer die Angaben 
iiber das Datum, iiber die Art des untersuchten Materials, fiir 
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des Gewicht, fiir die Eigenschaften des Filtrats, fiir die an- 
gewandte Verdiinnung und fiir die Zeit. Von den drei Ko- 
lumnen enthalt die erste die Zeit, gerechnet von dem Moment 
der Zugabe der Fermentlésung zu der H,O,-Lésung an bis zu 
dem Zeitpunkte, bei dem der Inhalt der Pipette in die H,SO,- 
haltigen Kolbchen zu flieBen begann; die zweite die Anzahl 
der Kubikzentimeter der KMnO,-Lésung, die die an den be- 
treffenden Zeitpunkten entnommenen Proben verbrauchten; die 
dritte die nach obiger Formel berechneten K-Werte, mit 10* 
multipliziert. Um diese Werte vergleichen zu kénnen, wurden 
sie alle auf eine Verdiinnung von 1: 1000 berechnet. 

Die Messungen wurden im Wasserbade bei 18° ausgefiihrt. 
Diese Temperatur wurde gewahlt, da nach Steche und 
Waentig die Konstanz der K-Werte um 18° bedeutend besser 
ist als bei 0° und héheren Temperaturen, und weil gerade 
um 18° eine relativ groBe Unempfindlichkeit gegeniiber einer 
Anderung der H- resp. OH-Ionenkonzentration sich bemerkbar 
macht. 

Die Filtrate wurden stets zu Beginn der Untersuchungen 
auf ihre Reaktion gepriift. Saure Extrakte, wie die von Cam- 
ponotus, und alkalische (Murex) wurden neutralisiert. Doch 
mu8 man dabei auBerst vorsichtig zu Werke gehen, da schon 
sehr geringe Anderungen in der Reaktion groBen Einflu8 auf 
die Aktivitét der Katalase haben. Steche und Waentig 
fanden speziell an Blut-, Leber- und Fettkatalase, daB bei 0° 
Neutralisation bis zum Farbenumschlag des Phenolphthaleins 
stets eine Aktivitaétszunahme, héherer Alkaligehalt stets eine 
Abnahme, und Saurezusatz in schon sehr viel geringeren Mengen 
eine starke Schwichung der Fermentaktivitat hervorruft. 

Naheres iiber die Bedeutung des Schiittelns, den Einflub 
des Alters, und vor allen Dingen iiber die Unvollstandigkeit 
der Extraktion soll erst im kinetischen Teile gegeben werden. 

Anfanglich wurden die Untersuchungen nur an Insekten 
ausgefiihrt. Als dann aber die Versuche auch auf Wirmer, 
Schnecken, Echinodermen usw. ausgedehnt wurden, zeigte es 
sich, daB es nétig war, das Trockengewicht der betreffenden 
Organe und Tiere festzustellen, um Fehler, die durch den ver- 
schiedenen Wassergehalt, besonders bei Land- und Wassertieren, 
bedingt waren, auszuschalten. Es wurden zu diesem Zwecke 
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Tabelle II. 


Katalasegehalt ganzer Tiere. 








Auf 2. | Auf 
1:1000 | Trocken- Name 1:1000/Trocke 
| gewicht | gewich 





Coelenterata: Locusta viridissima . . .|22269) — 
neiiete distin’ 702 | 3944 |] Decticus verrucivorus . .}27437) — 
, q ve 3343 | 13412 |] Platycleis brachyptera . .|12100, — 
Actinoloba dianthus . z 1016 | 5921 |] Stenobothrus dorsatus . .|19300; — 
Hydre viridA . 2. 8's. 3155 _ Oedipoda mineata . . . . {57960 1511 

re ee ep Liogryllus campestris . .|27732 ae 
Strongylocentrotus- 232025 |1041000 Neuroptera: 


_ Darm 1093188 5382511 |] Myrmeleon formic., Larv. |49365 132130 
Asterias rubens- 132250 | 470810 || Panorpa communis, Imag. | 9713 | 


Darm . 216400 | 717982 1! Chrysopa perla, Imag. . .| 7387) — 
Cucumaria planci- 13562 | 138040 ; ; | 
Darm 45288 | 206606 Lepidoptera: 


Hyponomeuta evonymella, 





Vermes: 700K 
m 2 Imag 27 925 | 
Planaria polychroa... . 41720 | 205525 Zygaena trifolii, Imag. . .| 8666) 2 

‘ in. 756 | 5246 
Ascaris megaloc . . .| 3944 25677 |] Rhynchota: 
; in. 1506 | 14580 | nw. ] 1851| 7 
Hirod ee | 7 Notonecta glauca .... B) 7400 
as 0 _ a0 3321 | 24574 1] Nepa cinerea . 3983 | 17464 
Spirographis Spall : Bs | 32209 Pyrrhocoris apterus, Larv. 714 
Lumbricus terr. . . - 1 113719 php Syromastes marginalis . .| 391. 


Arachnoi : 
Crustaceen: hnoidea 


Tegeneria domestica . . . 39850 | 
42.395 | 


Daphnia magna — | 42762 . : 
Opeloge 10300 | 34540 Epeira diadema..... 
Asellus aquaticus 310 1619 Mollusca: Lamellibran- 
Oniscus murarius. ... . 885 | 2727 chier: 
Gammarus pulex. .... 588 _ wae : ‘ ” 
Potamobius astac., Leber 2565 | 10663 ——— Bente. poord oo. 
Pagurus Prideauxii, +» 1288 | 5966 pene ea pal 
Carcinus maenas, - 1825 | 7585 Gastropoden: 
| Nassa reticulata 9209 | 20685 
| 


. iq 2GR 
Murex brandaris. . q ae Bras 


Myriapoda: 


Julus unilineatus. . . . 1445 
Lithobius forficatus. . . . 3962 | 172622 
| Tritonium nodiferum . . 626 | 2243 

Insecta: Apterygota: Planorbis corn. 2356 | 980! 
Lepisma saccharina L. in... .| 972] 5580 
: Limnaea stag.{ Max.. . .}| 8194) 44973 
Archiptera: Durehschn. | 2497} 13404 
Libellula depressa Larv. L. — Paludina vivipara . . . .}| 1869) 12610 
Aeschna grandis Larv. L. . 36741 |] Limax agrest., mittl. Tiere [57713 | 238 200 
Sympetrum sanguin. L.. . — Min. . . .| 5575| 31601 
Helix pomatia; Max. . . .|16983| 76381 
Orthoptera: Durehschn. |10108| 45675 
Periplaneta or., Durchschnitt 5360 |} Helix hortensis . . . . . |38500 148800 
Forficula auricul.,  » 121029 |] Arion empiricorum, 
Dixippus moros.,, » _— 34863 | 243970 




















7400 
17 468 


10659 
30599 


10 685 
1698 
4.603 
2243 
9801 
5580 
14 973 
13.404 
12610 
38 200 
31 601 
6 381 
15675 
8 800 


3 970 
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die ganzen Tiere und deren Organe mittels eines Wiegemessers 
auf einem Wiegebrette fein zerkleinert, gut durchmischt und 
in zwei Halften geteilt. Die eine Portion wurde im Trocken- 
schrank bei 100° zur Trockengewichtsbestimmung angesetzt, 
die andere auf ihren Katalasegehalt hin untersucht. Die so 
gewahlte Versuchsanordnung hat sich ganz gut bewahrt. Es 
ergab sich, daB die auf das Trockengewicht berechneten K-Werte 
fast immer eine bessere Ubereinstimmung zeigten als die nur 
auf eine Verdiinnung von 1:1000 bezogenen. Leider war es 
nicht immer méglich, das Trockengewicht zu bestimmen, da oft 
die dazu nétige gréBere Materialmenge nicht zu beschaffen war. 

AuBer den Protozoen sind von den niederen Organismen 
ganze Tiere und deren Organe aus fast allen Gruppen unter- 
sucht worden. Es konnten selbstverstandlich nur gréBere Arten 
und von diesen nur solche, die leichter zu beschaffen waren, 
zur Untersuchung gelangen. Besonderer Wert wurde darauf 
gelegt, die Tiere wahrend der verschiedensten Perioden und 
Entwicklungsstadien zu untersuchen. 

In Tabelle II sind nun die Werte fiir die ganzen Tiere, 
nach Tierkreisen geordnet, aufgenommen; ausnahmsweise sind 
nur bei den Echinodermen der Darm und bei den Decapoden 
die Leber angefiihrt worden, da hier ganze Tiere nicht unter- 
sucht werden konnten. Es sind dabei immer die auf eine Ver- 
diinnung von 1:1000 berechneten Konstanten und die auf das 
Trockengewicht bezogenen, soweit dies méglich war, angegeben 
worden. Nach jeweiligen Umstaénden sind auch Maximal-, Mini- 
mal- und Durchschnittswerte vermerkt worden. Was den Kata- 
lasegehalt der Gewebe und ganzer Zyklen anbelangt, weise ich 
auf die betreffenden Tabellen hin. 


II. Kapitel. 
Biologischer Teil. 


a) EinfluB der Lebensweise auf den Katalasegehalt der 
ganzen Tiere (vgl. Tabellen XXVIII bis XLVI). 

Wie schon erwahnt, zeichnet sich die Katalase durch ihre 
ubiquitare Verbreitung aus. Ihrem allgemeinen Vorkommen 
gemaB sollte man erwarten, da sie eine wichtige Rolle bei 
den Lebensvorgingen spielt. Die relative Katalasemenge in 
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den verschiedenen Arten ist nun, wie schon alle friiheren Unter- 
suchungen zeigen, sehr wechselnd, dagegen fiir die einzelnen 
Individuen derselben Spezies bei gleichen Perioden ziemlich 
konstant. Gewisse individuelle Unterschiede treten selbstver- 
standlich immer auf. 

Viele Forscher nehmen nun an, daB die Katalase mit der 
Intensitét der Atmung in Zusammenhang zu bringen sei. Fir 
die Pflanzen, speziell fiir die Kartoffel, glaubt Applemann’) 
gefunden zu haben, daB die katalytische Kraft mit der Re- 
spirationstatigkeit in einem bestimmten Verhiltnisse stehe, da 
beide unter gleichen Bedingungen abnehmen. Zaleskiund Rosen- 
berg’) zeigen aber, daB sich bei den Pflanzen kein direkter 
Zusammenhang zwischen der Atmungsenergie beobachten laBt. 

Fiir den tierischen Organismus nehmen besonders Jolles 
und Lesser einen Zusammenhang zwischen der Katalase und 
den Oxydationsprozessen an. Jolles weist auf einen Unter- 
schied zwischen Wasser- und Landtieren hin. Lesser sucht 
an der Hand von mehreren Tabellen zu zeigen, daB mit ab- 
steigendem Sauerstoffverbrauch ein Sinken der Katalasemenge 
parallel geht. Er macht aber schon darauf aufmerksam, daB8 
betrachtliche Ausnahmen existieren, daB die Végel mit ihrer 
groBen Sauerstoffaufnahme vollig aus dieser Reihe herausfallen, 
und daB der Regenwurm einen betrachtlich héheren Gehalt als 
der Maikafer zeigt, obwohl dieser etwa das zehnfache an Sauer- 
stoff aufnimmt. Und so schreibt er dem Sauerstoffbedarf Ein- 
flu8 auf den Katalasegehalt zu, halt ihn aber nicht fiir den 
einzigen Faktor, der die Katalaseproduktion beherrscht. Da- 
neben solle in Betracht kommen, welche Stoffe, ob Eiweib- 
kérper, Kohlenhydrate oder Fette der Oxydation unterliegen. 
Als zweiten wichtigen Faktor fihrt er dann an, daB die Kata- 
lase durch zahlreiche andere Fermente, die mit den biochemi- 
schen Oxydationen in Verbindung stehen, wie z. B. durch die 
Peroxydase, gewissermaBen funktionell ersetzt werden kénne, 
daB also kein prinzipieller Unterschied zwischen Peroxydasen 
und der Katalase bestehen soll. Demgegeniiber muB aber betont 
werden, daB fiir eine oxydierende Wirkung der Katalase selbst 
nicht die geringsten experimentellen Anhaltspunkte zu finden sind. 


1) Applemann, Bot. Gaz, 1910, 182; 1911, 306. 
*) Zaleski und Rosenberg, diese Zeitschr. 33, 1911. 
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Ich habe nun versucht, die Angaben Lessers iiber den 
Zusammenhang zwischen Katalase und Sauerstoffverbrauch 
weiter zu priifen. Leider ist dies nur bis zu einem ganz ge- 
ringen Grade méglich, da iiber den Sauerstoffbedarf der Tiere 
in der Literatur nur recht spirliche Angaben existieren. In 
der folgenden Tabelle III habe ich diejenigen Organismen, 
iiber deren Sauerstoffverbrauch Angaben gefunden werden 
konnten, zwecks leichterer Ubersicht nach Tierkreisen geordnet, 
zusammengestellt, wobei fiir Tiere, deren Katalasezahl fiir den 
ganzen Korper nicht ermittelt werden konnte, wie bei den 
Echinodermen und Decapoden, der Katalasegehalt des jeweilig 
héchsten Organs angegeben werden soll. Um nun einen gréBeren 
Uberblick iiber die Respirationsverhiltnisse zu gewinnen, soll 
fiir diejenigen Organismen, deren Kohlensiureproduktion nur 
bekannt ist, diese an Stelle des Sauerstoffverbrauchs angefiihrt 
werden *). 


Tabelle III. 





” Sauerstoffver- | Ausgeschie- 

Gewebe- | ,. brauch pro kg dene CO 
art 1:1000 /Trocken- Tier u. Stunde pro kg Tier u 
in cem Stunde in ¢ 


Organismen 
gewicht 








Asterias rubens-Darm: Min.| Darm 132 250! 470810 | a5, 
Max.| » — |216400/ 717982 | 2%0 (Furth)*) 

Ascaris megalocephala: Min. |GanzesTier) 756; 5 246 | 
Max. " 3944) 25677 

Hirudo medicin. . . Min. . 1506; 14580) 4g. ea 
Max.) » 3321) 24574 22,98 (Firth) 

Lumbricus terrestr.. Min. * 6 644 177 420 71.0 
Max. * 3719 443 868 ; 


Gammarus pulex. ... . | 6588 —  /|132,0 (Fiirth) 
Potamobius astac. ... . Leber | 2563) 10663 | 38,0 (Firth) 
Melolontha vulgaris .. .|Engerlinge) 2400) 12840 
Rhizotrogus solstitialis . . Imag. | 37865} 103 371 


Anaerobier 


0,108 
| (Regnault) *) 


~ 0,987 (Pott) 
671,9 (Mai- — 
kifer) (Lesser) 

Mytilus edulis GanzesTier) 3014| 10659 12,2 (Fiirth) — 
Paludina vivipara .... . . 1421; 9100 — 0,278 (Pott) *) 
Planorbis corneus . . ; * | 2356) 9801 | 0,117 (Pott) 
Limnaea stagnalis . 7 

Max.| » 
Helix pomatia . . . Min. - 

Max.| » 


» | 1576) 10161 ; 
» | 8194| 44973 0,188 (Pott) 
n 


5575| 31601 | 
| 16.983 | 76 381 | vacoahaies 








1) Hermann, Lehrb. d. Physiol. 1905, 532 u. 553. 

*) Firth, Lehrb. d. vergl. Physiologie. 

5) Regnault u. Reiset, Ann. de Chimie, 3.Ser., 26, 483 bis 490, 1849. 
*) Pott, Die landwirtschaftl. Versuchsstationen 18, 1875. 
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Wahrend nun verschiedene Punkte, wie die Unterschiede 
im Katalasegehalt bei den Wasser- und Landschnecken und 
besonders das Verhalten der Anaerobier, die so auBerordentlich 
wenig aktiv sind, darauf hinweisen, da8 ein Zusammenhang 
zwischen dem Katalasegehalt und der Respiration besteht, labt 
sich bei einem weiter durchgefiihrten Vergleiche keine direkte 
Parallelitat zwischen dem Gasaustausch und dem Katalase- 
reichtum konstatieren. Zu den Ausnahmen, die schon Lesser 
feststellen konnte, gesellen sich noch eine Reihe anderer. Vor 
allen Dingen fallen die Echinodermen auf, die, obwohl sie nur 
sehr wenig Sauerstoff aufnehmen, so auBerordentlich katalase- 
reich sind. Ebensowenig la4Bt sich ein allgemeiner Unter- 
schied zwischen Wasser- und Landtieren konstatieren. Unter 
den Wiirmern z. B. reichen die im Wasser lebenden Planarien 


vollkommen an den Katalasegehalt von Lumbricus heran. Wohl 
zeigen einige spezifische Wasserinsekten, wie z. B. die Libellen- 
larven, sehr geringe katalytische Kraft, aber auch auf dem 
Lande lebende, wie Periplaneta orientalis, Maikaferlarven, Lep- 
tura rubra Imag., Coccinellenlarven usw., haben durchaus keine 
héheren Konstanten. Gerade Periplaneta, deren CO,-Abgabe 


nach Biitschli*) relativ zu ihrem Korpergewicht grdBer ist 
als diejenige des Menschen, zeigt so auffallend niedrige Werte. 

Und auch gegen das Argument, daB die anaerobisch leben- 
den Organismen so wenig katalytisch wirksam sind, lassen sich 
Einwande machen, da es viele Aerobier gibt, wie Asseln, Pyr- 
rhocoris apterus, Periplaneta usw., die noch viel weniger Kata- 
lase als z. B. Ascaris enthalten. Ein direkter Zusammenhang 
des Katalasereichtums mit der Intensitéat der Atmung 14Bt sich 
also nicht konstatieren. 

Aber auch andere Faktoren, wie die Lokomotionsweise 
und die Art der aufgenommenen Nahrung, lassen keinen ein- 
deutigen EinfluB auf den Katalasegehalt erkennen. 

In Tabelle IV sind einige charakteristische Beispiele dafiir 
zusammengestellt. Immerhin lag doch die Vermutung nahe, 
daB die Lokomotionsweise mit regulierend auf den Ferment- 
gehalt einwirken konnte, da das Blut fliegender Formen, wie 
der Végel und die fliegenden Imagines der Lepidopteren, so 


1) Biitschli, Arch. f. Anat. 1874, 348. 
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auBerordentlich wenig aktiv sind. Der Flug stellt ja bekannt- 
lich sehr hohe Anforderungen an den Organismus, und es war 
nicht ausgeschlossen, daB die diesen hdheren Anforderungen 
parallel gehenden lebhafteren Oxydationsvorgange EinfluB auf 
die Wasserstofisuperoxyd zersetzende Fiahigkeit der Lebewesen 
haben konnten. Ein weiter gehender Vergleich aber lehrt, daB 
sich kein durchgehender Unterschied zwischen tragen und schnell 
beweglichen Organismen konstatieren laBt. Wie Tabelle IV 
zeigt, existieren in dieser Hinsicht genau solche UnregelmaBig- 
keiten, wie wir sie schon bei der Annahme eines Zusammen- 
hangs der Katalase mit der Intensitat der Respiration finden 
konnten. Wohl sind einige trige Tiergruppen, wie wir es im 
Gegensatz zu den fliegenden Tieren erwarten miissen, auBer- 
ordentlich aktiv. Die Echinodermen, die Planarien, Lumbricus 
terrestris, Dixippus morosus, auch die Landschnecken enthalten 
bei ihrer trigen Lebensweise bedeutende Mengen von Katalase. 
Es existieren aber auch einige trage Organismen, wie Mytilus 
edulis und die festsitzenden Aktinien und Hydren, die recht 
wenig katalytisch wirksam sind. Andererseits enthalten auch 
schnell bewegliche Tiere, wie Daphnia, Cyclops, doch einen be- 
trichtlichen Grad von Katalase. Einen auffalligen Unterschied 
in bezug auf die Lokomotionsweise zeigt der trage Julus uni- 
lineatus und der flinke Lithobius forficatus. Ersterer ist sehr 
katalasearm, letzterer dagegen sehr aktiv. Es muB aber dabei 
hervorgehoben werden, daB sie auch ganz verschiedene Kost 
genieBen, und daf dadurch auch der Unterschied bedingt sein 
kann. Julus z. B. ist ein Moderfresser, Lithobius dagegen ein 
gefahrlicher Rauber. 

Vergleichen wir nun die Organismen auf die Art der auf- 
genommenen Nahrung hin, so erweckt es anfangs den Anschein, 
als ob besonders die Schlamm- und Erdefresser hoch kata- 
lytisch wirksam waren. Strongylocentrotus und Lumbricus ent- 
halten als schlamm- und erdefressende Organismen auBerordent- 
lich hohe Mengen von Katalase. Aber durchaus nicht alle 
Tiere, die eine derartige Kost genieBen, sind so aktiv. Mytilus 
edulis, Anodonta z. B. sind durch einen geringen Fermentgehalt 
ausgezeichnet. Auch sehr gefraBige Rauber, wie Asterias rubens, 
Lithobius, die Carabiden sind sehr katalasereich. Aber auch 
hier existieren Ausnahmen, die Aeschna-Larven z. B. geben sehr 
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niedrige Konstanten. DaB auch nicht etwa ein Unterschied 
zwischen Pflanzenfressern und den carnivoren Tieren besteht, 
zeigen besonders unter den Orthopteren die Saltatorier, die 
eine gute Ubereinstimmung erkennen lassen, obwohl die einen 
(Locustiden) Rauber, die anderen (Acridier) Pflanzenfresser sind. 
Auch die Landschnecken sind ja als Pflanzenfresser sehr kata- 
lasereich. Ein durchgehender Unterschied 148t sich also auch 
nicht in bezug auf die Art der aufgenommenen Nahrung nach- 
weisen. 

Wie die Betrachtungen also lehren, ist es nicht méglich, 
irgendwelche durchgehenden gesetzmaBigen Beziehungen zwi- 
schen der Lebensweise und dem Katalasegehalt aufzustellen. 
Die Katalase unterliegt wahrscheinlich einer ganzen Reihe von 
Einfliissen, die aufeinander kompensatorisch wirken, so daB wir 
kein einheitliches Bild erhalten konnen. Ein sehr wichtiger Punkt 
ist z. B. folgender: Stellen wir uns auf den oft vertretenen 
Standpunkt, daB die Katalase bestimmt sei, im Uberschu8 
vorhandene labile Peroxyde zu zersetzen, um die schadigende 
Wirkung iibermaBigen nascierenden Sauerstoffs auf den Organis- 
mus aufzuheben, so kann sich die Beziehung dieser beiden 
Faktoren sehr wechselnd gestalten. Enthalt eine Tierform sehr 
wenig Peroxyde, produziert also wenig O, so wird auch wenig 
Katalase notig sein. Wird dagegen viel O erzeugt, so kann 
entweder viel Katalase da sein, um dessen Wirkung in maBigen 
Grenzen zu halten, oder es kann wenig Katalase vorhanden 
sein, um, wie z. B. bei starken Fliegern, eine intensive Oxy- 
dation zu ermdglichen. Zur richtigen Bewertung dieser Ver- 
haltnisse miiBte man also das Verhiltnis von Peroxyden (resp. 
Peroxydasen, die ja sicher groBenteils nur labile Peroxyde sind) 
kennen, ein Punkt, auf den besonders Dr. Ostwald hingewiesen 
hat. Die Versuche, solche vergleichende Messungen anzustellen, 
scheiterten daran, daB wir bisher noch kein Reagens besitzen, 
das die Wirkung einer Peroxydase quantitativ einwandfrei zu 
verfolgen gestattet. 

Uberblickt man die erhaltenen Werte im groBen, so ist 
es interessant, daB man bis zu einem gewissen Grade ganz 
analog der Einteilung der Organismen nach ihrem morpho- 
logischen und anatomischen Bau auch gewisse Typen unter- 


scheiden kann, die sich durch einen ganz charakteristischen 
4* 
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Katalasegehalt auszeichnen. Man kann gewissermaBen von einem 
Aktinien-, einem Echinodermen-Typus, von einem Typus der 
Entomostraca, der Asseln, der Decapoden, der Insekten, der 
Schnecken sprechen. Es macht dies fast den Eindruck, als ob 
analog den morphologischen Verhialtnissen chemische Differen- 
zierungen vorhanden seien. Wenn wir auch die Griinde noch 
nicht kennen, warum die einzelnen Organismen so verschiedene 
Mengen Katalase enthalten, so sind wir doch itiberzeugt, dab 
die im Innern der Tiere stattfindenden Stoffwechselvorginge, 
die ja je nach den verschiedenen Tierspezies sehr verschieden- 
artig sind, in Zusammenhang mit dem Katalasegehalt zu bringen 
sind. Es sprechen hierfiir besonders noch Beobachtungen, die 
zeigen, daB analog den Intensitatsschwankungen des Stoff- 
wechsels auch Schwankungen des Katalasegehaltes auftreten. 
Und noch ein Umstand ist es, der hierbei in Betracht kommt, 
namlich die Verteilung der Katalase in den Geweben. 


Tabelle V. 
Katalasegehalt der Organe der Decapoden. 





Potamobius astacus|Pagurus Prideauxii|Carcinus maenas 





Art der Organe | Auf Auf uf 


A 
1: 1000 | Trocken- | ] : 1000 | Trocken- |]; 1000} Trocken- 
gewicht gewicht | gewicht 


Lymphe .... 115 | 1 803 109 1709 108 | 1677 
Le 2563 = 10 663 1288 5966 1825 | 7588 











688 | 3728 551 | 2788 
Darm . . | 1023 | 4928 | 368 | 2186 | 7398 | 99 967 
Geschlechtsorgane} 1150 | 5102 425 1847 550 | 1832 
Kiemen .... 261 | 2218 930 | 2530 | 1639 | 7638 
Muskeln .... 274 | 1486 413 | 1556 — — 
a oo ae a 265 | 1699 














b) Verteilung der Katalase im K6rper. 

Wie fiir die ganzen Tiere, so gilt auch fiir deren Organe, 
daB die Quantitaét der Katalase je nach den verschiedenen 
Arten sehr verschieden ist. Auch innerhalb der einzelnen Ge- 
webe desselben Organismus wechselt die Menge der Katalase 
ganz bedeutend; doch zeigt sich auch hier, daB der Ferment- 
gehalt eines bestimmten Organes bei den verschiedenen Indi- 
viduen der gleichen Spezies in gleichen Perioden durchweg im 
wesentlichen konstant ist. Gewisse individuelle Unterschiede 
treten selbstverstandlich auch hier auf. 





Katalase der niederen Tiere. 


1. Katalasegehalt der Leber. 
Von den Geweben der niederen Tiere ist die Leber immer 
am aktivsten. Das gilt sowohl fiir die Decapoden (Tabelle V) 
als auch fiir die Muscheln (Tabelle VI) und Schnecken (Ta- 
belle VII). In zweiter Linie erst folgen Niere und Darm. 


Tabelle VI. 
Katalasegehalt der Organe der Muscheln. 








Mytilus edulis | __ Anodonta _ 
Art des Gewebes Auf Trocken- Auf Trocker- 
“__|_8ewicht |_gewicht 





os 64854 (!) 
ot aa 128060 

1650 | 7468 29 196 
ae “- 87646 
~~. | 12025 

2231 | 15569 13294 








Die relative Fermentmenge in den verschiedenen Gruppen 
ist ebenfalls sehr wechselnd. Sehr niedrige Werte besitzt die 
Decapodenleber, sehr hohe aber schon die Leber von Anodonta 
Auch die Schneckenleber, wenigstens die der Landschnecken, ist 
sehr katalasereich. 

Es zeigt sich auch hier bei den Schnecken ein Unterschied 
zwischen den Wasser- uud Landformen. 

Ganz entsprechende Verhaltnisse finden wir auch bei den 
Wirbeltieren. Die Untersuchungen lehren auch hier, da8B die 
Leber mit einigen Ausnahmen am meisten von diesem Enzym 
enthalt. Battelli und Stern, die ausgiebige Versuche iiber 
den Katalasegehalt verschiedener Wirbeltiergewebe anstellten, 
bemerken: die Anordnung der verschiedenen Gewebe nach 
ihrem Katalasegehalt ist verschieden bei den Tierspezies, meist 
kann man folgende aufstellen: Leber, Niere, Blut, Milz, Herz, 
Muskel, Gehirn. Die Leber ist fast immer am katalasereichsten; 
Ausnahmen bilden die Natter und das Kaninchen, deren Blut 
am aktivsten ist. Auch bei den Végeln ist nach ihnen die 
Hauptmasse in der Leber, dann Niere enthalten. 

Rosenbaum gibt die Reihenfolge: Leber, Pankreas, Milz, 
Fett, Muskel, Gehirn. Und noch viele andere Forscher wie 
Mendel und Loewenworth, die die Katalase im Schweine- 
embryo untersuchten, Lesser usw. finden fast immer wieder, 
daB die Leber an erster Stelle steht. 
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Obwohl die physiologische Bedeutung der Leber der Wirbel- 
losen von der der Vertebraten sehr verschieden ist — fehlen 
doch gerade bei der Molusken- und Arthropodenleber die fiir 
die Wirbeltiere so charakteristischen Bestandteile, namlich 
Gallenséuren und Gallenfarbstoffe —, so zeigten doch die Un- 
tersuchungen iiber den Reichtum der verschiedenen Gewebe 
ubereinstimmend fur beide Gruppen, daB die Leber fast immer 
am aktivsten ist. DaB die Stoffwechselvorginge hierbei eine 
wichtige Rolle spielen, ist sehr wahrscheinlich. Dafiir sprechen 
auch die Befunde von Blumenthal und Brahn, die bei 
Funktionsstérung der Leber durch Sarcome und Carcinome 
eine bedeutend herabgesetzte Katalysierfahigkeit beobachten 
konnten; selbst die gesunden Teile der mit Krebsknoten durch- 
setzten Leber zeigten einen auffallend niedrigen Katalase- 
gehalt. Eine Antifermentwirkung kommt hierbei nicht in Be- 
tracht, wie die Mischungsversuche von normaler Leber und 
Carcinomknoten ergaben. Leider sind die Vorginge des inter- 
mediaren Stoffwechsels in der Leber recht unvollstindig be- 
kannt. Welche von den Prozessen in der Mitteldarmdriise 
(== Leber) der Wirbellosen und in der Leber der Vertebraten 
mit der Katalase in Zusammenhang zu bringen sind, laBt sich 
noch nicht sagen. Als gemeinsame Funktionen haben ja die 
Mitteldarmdriise der niederen Organismen und die Leber der 
Wirbeltiere wahrscheinlich den oxydativen Abbau der hydro- 
lytischen Spaltprodukte zu Endprodukten des Stoffwechsels 
und die Synthese der Reservestoffe wie Fett, Glykogen, EiweiB- 
kérper. Auf den Zusammenhang zwischen Fetten, Glykogen 
und dem Katalasegehalt soll aber erst spiter nach der Be- 
sprechung der Anderung der Katalasemenge in den verschie- 
denen Lebensperioden der Tiere eingegangen werden. LEinst- 
weilen sei nur darauf hingewiesen, da man schon hier daran 
denken kénnte, daB das gleichartige Verhalten der beiden Organ- 
systeme in bezug auf die Katalase mit den gemeinsamen Funk- 
tionen in Zusammenhang zu bringen sei. 


2. Katalasegehalt der Niere. 
Wie die Leber, so zeigt auch die Niere der Schnecken in 
bezug auf die Katalase mit der der Wirbeltiere eine auffallige 
Ubereinstimmung. In beiden Gruppen entwickelte sie eine 
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ziemlich groBe katalytische Wirksamkeit. Wahrscheinlich ist 
es, daB auch hier die funktionellen Vorgainge Einflu8 auf die 
hohe Aktivitaét haben. Es laBt sich aber bei dem liickenhaften 
und unsicheren Wissen iiber die vitalen Vorginge in der Niere 
nichts Bestimmtes aussagen. Man muB einstweilen die auf- 
fallige Tatsache, daB die Niere der Schnecken z. B. und die 
der Saugetiere in bezug auf die Katalase sich sehr dhnlich 
verhalten, hinnehmen. 


3. Katalasegehalt des Darmes. 

Wahrend die Leber durchschnittlich an erster Stelle steht, 
nimmt der Darm in der Reihenfolge der nach ihrem Katalase- 
gehalt geordneten Gewebe eine sehr wechselnde Stellung ein. 
Den hoéchsten Wert, der tiberhaupt bei diesen Untersuchungen 
erhalten wurde, reprasentiert der Strongylocentrotus-Darm im 
Mai, etwas weniger aktiv ist der Asterias-, noch weniger der 
Cucumaria-Darm (Tabelle VIII). Diese auBerordentlich groBe kata- 
lytische Energie ist sehr auffallig, aber einstweilen unerklarlich. 


Tabelle VIII. 


Katalasegehalt der Organe der Echinodermata. 





Strongylo- 























eneiielinen Asterias rubens | Cucumaria planci 
Art des Gewebes | ak TERRRNEER memeene: ——___-—_— 
| Auf Auf Auf 
1:1000 | Trocken- | 1:1000 | Trocken- | 1:1000 | Trocken- 
| gewicht | gewicht gewicht 
Leibeshéhlenfl. 70| 1756 33 588 46 | 1160 
Darm: Min. . . .]} 232025)1041 000} 132250 | 470810 | 13562 | 138040 
Max. . . . |1093188/5382511] 216400 | 717982 | 45288 | 206606 
ee pia Swe 22451) 88288] 11815} 35730 _— — 
Hoden: Min. .. . — — — — 29475 | 203560 
Ms 6. _ — — 40338 | 278577 
Hautschlauch.. . - — _— _- 1785 9302 
Wasserlungen. . . _ — _— _ 15150 | 127260 








Sehr schwankend ist der Katalasegehalt bei den einzelnen 
Vertretern der Wiirmer. Der Ascaris- und Hirudodarm haben 
eine sehr geringe Aktivitat. Besonders letzterer zeigt noch 
groBe individuelle Schwankungen, die aber sicher mit abhangig 
von der Katalase des gesaugten Blutes sind. Es entspricht 
dies auch vollkommen den Verhiltnissen, wie sie von Piitter') 


1) Piitter, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 6 u. 7, 217, 1907; 16, 1908. 
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im Verdauungstraktus des Biutegels festgestellt worden sind. 
Das gesaugte Blut, das meist ungeronnen und nicht verfault 
im Darme angetroffen wird, ist trotz eines Aufenthaltes von 
2 bis 4 Monaten zum gréBten Teil nicht abgebaut; auBer der 
Reduktion und der Eindickung hat es im Darme kaum chemische 
Veranderungen erlitten. Es wird dabei auch, wie ich fest- 
stellen konnte, die Katalase des gesaugten Blutes erhalten; 
erst allmahlich, mit fortschreitender Verdauung verschwindet 
sie daraus. 

Gute und sehr konstante Werte liefert der Spirographis-, 
sehr hohe der Lumbricusdarm (Tabelle IX). Vergleicht man 
den Grad der Ausnutzungsfahigkeit der Nahrung mit dem ver- 
schiedenen Katalasegehalt des Wiirmerdarmes, so erweckt es 
den Anschein, als ob ein gewisser Zusammenhang zwischen 
beiden bestehen méchte. Wahrend Ascaris und Hirudo Nahrung 
geboten erhalten, die auBerordentlich gut ausnutzbar ist, und 
dabei im Darm einen sehr geringen Katalasegehalt besitzen, 
ist besonders der Lumbricusdarm sehr aktiv und verdaut dabei 
Substanzen, deren Ausnutzungsméglichkeit sehr gering ist. Dazu 
kommt noch, daB Hirudo so auffallig langsam verdaut, und 
daB dabei sicher nur sehr geringe chemische Umsetzungen vor 
sich gehen. 

Der Darm der Decapoden (Tabelle V) gibt sehr niedrige 
Konstanten. Auffallig ist besonders ein nur einmal beobachteter 
sehr hoher Wert von Carcinus maenas (vgl. Tabelle V), wobei 
bemerkt werden muB, da8 das Tier eben gefressen hatte und 
sich in vollem Verdauungszustande befand. 


Tabelle IX. 





Katalasegehalt der Organe der Wiirmer. 





























Ascaris megalo- | Spirographis Hirudo mede- | Lumbricus ter- 
ceph. Spallanzanii cinalis restris 
Art des Gewebes ——_ —-|——_—-- 
Auf Auf | Auf | Auf 
1:1000 | Trocken- | 1:1000 | Trocken- | 1:1000 | Troeken- | 1:1000 | Trocken- 
gewicht gewicht gewicht 
seuahe Pe a 165 ; 4125 | 48605 | 148236 rw oe 9238 | 
arm: Min. ..... 586 3417 526 | 3997 | 81075 
et a 1080 | 10122 | 13668 | 60410} 9501 | 18490 | 169725 
Geschlechs- ¢ Min. . 454 8360 _- | — ‘ r 
eg! ae eS eee en ee Ce eed ieneedl 
Hautschlauch. . . . 2239 9221 4825 | 25248] 1017 | 9252 | 19375 
= Kiemen ...... -- a 6110 | 31727 - | — oe 
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Was den Insektendarm (Tabelle X) anbelangt, so laBt sich 
durchweg eine gute Aktivitat konstatieren. Bei den Locustiden 
und Acridiern ist er héher als alle anderen Gewebe. Bemerkens- 
wert ist die gute Ubereinstimmung bei beiden Arten, obwohl 
die einen Pflanzenfresser (Acridier), die anderen Rauber (Locu- 
stiden) sind. Unter den Coleopteren enthalt der Darm der 
Calosomalarve, der der Geotrupes Imagines und der Oryctes- 
larve hohe, der der Oryctes Imagines noch gréBere Katalase- 
mengen. Werte von ungefahr gleicher Hohe wie die Imagines 
des Nashornkafers ergeben auch die Larven von Tenebrio 
molitor. Wahrscheinlich ist es, daB auch hier, wie schon friiher 
bei Carcinus maenas erwahnt wurde, die jeweiligen Verdauungs- 
zustande eine Rolle spielen, da der Katalasegehalt des Darmes 
oft sehr betrachtlichen Schwankungen unterliegt. Sehr wenig 
katalytisch wirkt der Darm der Tipula gigantea-Maden und 
der Raupen von Bombyx mori. 

Wenden wir uns nun dem Darm der Schnecken zu. Wie 
bei der Leber und der Niere, so lat sich auch hier ein Unter- 
schied zwischen Wasser- und Landtieren konstatieren. Wahrend 
der Darm von Planorbis corneus und Limnaea stagnalis eine 
geringere Aktivitat entwickelt, finden wir bei Helix pomatia 
schon sehr hohe Werte; auBerordentlich groB ist der Ferment- 
gehalt bei Helix hortensis und Arion empiricorum sowohl bei 
jungen als auch bei ausgewachsenen Tieren (Tabelle VII). 

Uber den Katalasegehalt des Wirbeltierdarmes haben wir 
nur recht sparliche Angaben in der Literatur finden konnen. 
Nur Battelli und Stern und Dziersgowski haben in jiingster 
Zeit das Verdauungssystem der héheren Tiere auf die Katalase 
hin untersucht. Dziersgowski speziell gibt an, daB in der 
Magenschleimhaut des Menschen der gréBte Fermentgehalt ent- 
halten sei, in zweiter Linie folge die Magenschleimhaut des 
Hundes, des Kaninchens und Meerschweinchens und zuletzt 
der Vogel. Nach meinen Untersuchungen ist die Wasserstoff- 
superoxyd zersetzende Fiahigkeit des Katzen-, Kaninchen-, 
Igel- und Mausedarmes sehr gering. Der Darm der Verte- 
braten scheint nach diesen Stichproben also sehr wenig aktiv 
zu sein. 

Es sind diese Befunde fiir die physiologische Bedeutung 
doch immerhin interessant. Da, wo der Darm nur die Funktion 
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der hydrolytischen Spaltung und einfache Synthesen ausiibt, 
wo also besonders die oxydativen Spaltungsprozesse und die 
Fahigkeit, hohere EiweiBstoffe aufzubauen, fehlt, wie bei den 
Wirbeltieren, enthalt er nur wenig Katalase, wihrend er dort, 
wo er sich an der Assimilation der Nahrung sehr aktiv be- 
teiligt, und wo nachgewiesenermaBen oft lebhaftere Oxydations- 
vorgange vor sich gehen, wie bei vielen niederen Tieren, sich 
oft durch einen auBerordentlich hohen Fermentgehalt aus- 
zeichnet. Auf die besonderen Verhaltnisse des Ascaris- und 
Hirudodarmes wurde ja schon oben aufmerksam gemacht. 
Bemerkenswert ist besonders auch noch, daB da, wo der Darm 
ausgesprochene Leberfunktion mit ausiibt, wo er also an Stelle 
oder zugleich mit der Leber den Abbau der hydrolytischen 
Spaltprodukte und die Synthese der Reservestoffe mit besorgt, 
wie bei den Echinodermen, Lumbricus terrestris, Mollusken 
und Insekten, auBerordentlich katalasereich ist. 


4, Katalasegehalt des Fettgewebes. 

Das Fettgewebe der Vertebraten ist auf die Katalase hin 
schon haufig untersucht worden [Bach (1905), Euler (1906), 
Battelli und Stern, Liebermann, Steche und Waentig 
(1912)]. Alle stimmen darin iiberein, daB das Fettgewebe 
Extrakte von guter Aktivitat liefert. 

Uber den Katalasegehalt des Fettgewebes der niederen 
Tiere ist bisher noch nichts bekannt. Es ist ja auch ziem- 
lich schwierig, davon die zur Untersuchung ndétigen Mengen 
zu erhalten. Als besonders geeignet erwiesen sich die In- 
sekten, speziell die Larven und Imagines von Oryctes nasi- 
cornis, deren Fettgewebe sich als auBerordentlich kraftig kata- 
lytisch wirksam erwies (Tabelle X). Wie hier, so konnte auch 
bei anderen Insekten nachgewiesen werden, daB der Katalase- 
gehalt der Insekten zum groBen Teil mit durch das Fett- 
gewebe reguliert wird. Doch dariiber méchte ich zusammen- 
fassend erst spiter bei der Anderung der Katalase mit den 
verschiedenen Lebensperioden berichten. 


5. Katalase der Lymphe. 


Die Korperfliissigkeiten der niederen Tiere sind im groBen 
und ganzen recht wenig aktiv, wie schon die Leibeshéhlen- 
fliissigkeit der Echinodermata und die von Ascaris zeigt. Da 
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die Katalase durchweg an die morphologischen Elemente ge- 
bunden sein soll, und da besonders die Perivisceralfliissigkeit 
der Seeigel und Holothurien keine nennenswerten organischen 
Substanzen und keine verdauenden Enzyme enthilt, so ist 
dieses Verhalten an sich schon erklarlich. Im direkten Gegen- 
satz hierzu steht die Leibeshdhlenfliissigkeit von Spirographis, 
die eine au8erordentlich groBe katalytische Energie entfaltet. 


Tabelle X. 


Katalasegehalt der Organe der Insekten. 





Katalasegehalt | Katalasegehalt Katalasegehalt anderer 

der Lymphe des Darmes Gewebe 

auf | auf | 

1:1000, Trock.-}1:]000| Trock.-| Art der Gewebe 1:1000 
| gewicht | gewicht 


Organismus 





I. Archiptera: 
Aeschna gr., Larve . . 


II. Orthoptera: 
Periplaneta or 5} — — 
Dixippus moros. a — 
Decticus verruc. .... - 44831 | Ovar 
| Ovar mit Eier 
Locusta viridissima . . . 44613 Hoden 
Ovar 


III. Diptera: 
Tipula gigant 6084 - Hautschlauch 


IV. Coleoptera: 
Calosoma sycoph., Larve | 2050; — {29913 Gewebe ohne Darm 
Dyticus marg., Imag. . .}13888) — — — 
Hydrophilus pic., Imag. .}| 1081); — _ 
Oryctes nasicor., Larve .}| 4453 |43529 |27 869 | Fettgewebe 

. r Imag. .}| 6121}; — |49463, — * 
Cetonia aurata, Larve. .]| 6262) — oa - 
Geotrupes silvat., Imag. .]| 3990 27 604 
Blaps mortis, Imag... .}| 1043 — | — 
Tenebrio molitor, Larve .| — 45725 160970] Gewebe ohne Darm 





V. Lepidoptera: 
Pieris brass., Raupe . . 608 — 

- 9. YERRDO- ... . 748 _ 
Vanessa Jo., Raupe. . . 177 - _ — 
Bombyx mori ..... 914 Gewebe ohne Darm 

— Spinndrisen 





Saturnia pavonia, Raupe 663 
Leucoma salicis, Raupe .| 937 | 

Lymomtria dispar., Raupe}| 430; — 
Lym. monacha, Raupe .}| 510); — 
Harpyia vinula, Raupe .| 219; — 














| 
| 
| 


Es handelt sich aber auch hierbei um eine zahe, dicke griin- 
lichgraue Fliissigkeit, die sehr viel Trockensubstanz enthilt. 
Sehr reich an Katalase ist besonders auch das rote Blut von 
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Lumbricus, dessen rote Farbe durch H,O, in Gelb umschligt. 
Auch das Blut von Arenicola soll nach Steche und Waentig 
sehr aktiv sein. Das gleiche Verhalten finden wir auch bei 
Planorbis, dessen rotes Blut — das Hamaglobin ist hier be- 
kanntlich nicht an die Zellen gebunden, sondern gelést in der 
Blutfliissigkeit —, auf das Trockengewicht berechnet, ziemlich 
hohe Werte ergibt, wahrend das nicht rote Blut der anderen 
untersuchten Schnecken etwa 5mal schwicher ist. Es erweckt 
hiernach den Eindruck, als ob ein Unterschied zwischen dem 
roten und dem farblosen Blut in bezug auf die Katalase 
bestehen méchte. Allerdings méchte ich noch bemerken, dab 
es bei Hirudo medicinalis schien, als ob hier das rote Blut 
keine héhere Aktivitaét entfaltete als das farblose. Leider ge- 
lang es nicht, geniigend reine und ausreichende Mengen zu 
erhalten, und es war nur moglich, eine qualitative Messung 
damit auszufiihren. Die anderen, schon erwahnten roten Blut- 
sorten lassen aber immerhin ziemlich deutlich einen Unter- 
schied von dem farblosen Blute erkennen. DaB die Ursache 
dafiir nicht etwa in einem héheren Leukocytengehalt zu suchen 
ist, zeigt die Trockengewichtsbestimmung des Blutes von Plan- 
orbis, das sehr wenig organische Substanzen enthalt. Wie 
dieses auffallige Verhalten zu erklaren ist, ist schwer zu sagen. 
Einerseits kénnte man daran denken, daB der rote Farbstoff 
an sich eine bedeutende katalytische Kraft besiBe. Nun hat 
aber bereits Bergengriin die Beobachtung gemacht, daB das 
Hamoglobin keine katalytischen Eigenschaften zeigt, was Ville 
und Moitessier und Senter bestatigen kénnen. Die Ka- 
talase ist zwar an die roten Blutkérperchen, aber nicht an das 
Hamoglobin gebunden. Eine derartige Annahme ist also nicht 
haltbar. Andererseits ist darauf schon hingewiesen, daB die 
Blutkatalase die Funktion habe, aus dem Hamoglobin Sauer- 
stoff abzuspalten. Bereits Jolles macht 1904 darauf auf- 
merksam, allerdings, ohne irgendwelche experimentellen Be- 
weise dafiir zu bringen. Besonders aber ist es Ewald, der 
sich mit dieser Frage experimentell naher befaBte, und der 
bewiesen zu haben glaubte, daB die Katalase den Sauerstoff 
aus dem Hamoglobin an die Gewebe iibermittelte. Gegen 
seine Beobachtungen und Deutungen sind aber, besonders von 
v. Firth und Czylharz und von Dunker und Jodlbauer 
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sehr wesentliche Einwinde gemacht. Eine Erklarung fiir die 
besondere Aktivitét des hamoglobinhaltigen Blutes fehit 
also noch. 

Wie das rote Blut der Schnecken, so ist auch die 
Lymphe der Decapoden recht wenig aktiv. Sehr arm an 
Katalase ist unter den Insekten, speziell Orthopteren, die 
Lymphe von Periplaneta orientalis, Dixippus morosus und Dec- 
ticus verrucivorus. Bedeutend reicher aber zeigt sich die 
dickere Leibeshohlenfliissigkeit der Coleopteren, waihrend die 
klare Lymphe der Lepidopteren wieder recht wenig aktiv ist. 
Es macht hier fast den Eindruck, als ob die Zahl der Leuko- 
cyten hierbei mit in Betracht kommen méchte. Auffallig 
bleibt besonders der groBe Unterschied im Katalasegehalt der 
Lymphe bei zwei sehr nahe verwandten Coleopteren, Hydro- 
philus und Dyticus marginalis. Wahrend das Blut des letz- 
teren sich durch eine hohe Aktivitat auszeichnet, ist bei 
Hydrophilus eher das Gegenteil der Fall. Schon W. Ost- 
wald macht auf die hohe katalytische Energie der Dyticus- 
lymphe aufmerksam. Wodurch diese Verschiedenheit bedingt 
sein kénnte, laBt sich einstweilen nicht feststellen. 

Zum Schlu8 méchte ich noch auf die Lymphe von Ano- 
donta aufmerksam machen. Wie wir sahen, war das nicht 
hamoglobinhaltige Blut der niederen Tiere fast inaktiv. Aus- 
nahmen davon machten nur die Coleopteren und Spirographis 
Spallanzanii. Doch lieBen sich diese durch ihren héheren 
Leukocytengehalt erklaren. Es ist ja schon mehrfach auf eine 
Parallelitat zwischen Leukocytenzahl und Katalasegehalt hin- 
gewiesen worden. 

Aus dieser Reihe fallt nun vollstaindig die Lymphe von 
Anodonta heraus, die, auf das Trockengewicht berechnet, von 
sehr hoher Aktivitét ist. DaB hierfiir nicht die Zahl der 
morphologischen Elemente in Betracht kommt, ist durch die 
sehr geringe Trockensubstanz erwiesen. Es muB8 aber betont 
werden, da8 es auBerordentlich schwierig ist, reine Lymphe 
von Anodonta zu erhalten. Man gewinnt sie ja auf folgende 
Art, indem man, nachdem man die Schale von oben ange- 
brochen hat und das Wasser zum gréBten Teile abgetropft ist, 
das Herz fein herausprapariert und es anschneidet. Mit Hilfe 
einer feinen Pipette kénnen dann von jedem Tier mehrere 
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Tropfen gewonnen werden, die dann weiter untersucht werden. 
Bei einer derartig schwierigen Gewinnung ist es sehr leicht 
méglich, daB irgendwelche anderen Stoffe miterhalten werden, 
da8 z. B. einerseits Wasser mit entnommen wurde, das das 
auBerordentlich niedrige Trockengewicht erklaren wiirde, an- 
dererseits kleine Mantelstiicke, die fiir die relativ hohe Aktivi- 
tat verantwortlich gemacht werden kénnen, der Lymphe als 
Verunreinigungen beigemengt waren. AuBerdem erhilt man 
bei derartigen Untersuchungen nur so kleine Quantititen, 
daB die Fehlerquellen sich hierbei recht st6érend bemerkbar 
machen. 

Von den iibrigen Organen ist wenig zu erwiahnen, sie 
sind nur der Vollstandigkeit halber mit aufgenommen. Her- 
vorgehoben kénnte noch werden, daB der Hautmuskelschlauch 
der Wiirmer und Mollusken durchweg sehr gering katalytisch 
wirksam ist, obwohl sich auch in ihm bei der Bewegung 
sicher lebhafte Stoffwechselprozesse abspielen. 


c) Anderung der Katalase im Lebenszyklus. 


a) Aktivierung im Sommer. 

Auf eine Anderung der Katalase wahrend der Lebens- 
perioden der ausgewachsenen Tiere wurde besonderer Wert 
gelegt. Die Untersuchungen waren schon von Anfang an so 
gedacht, die Tiere immer und immer wieder zu den verschie- 
densten Jahreszeiten vorzunehmen. Es schwanken ja die Stoff- 
wechselvorginge zu den verschiedenen Zeiten sehr stark, und 
es sollte nun festgestellt werden, ob etwa den Intensitits- 
schwankungen des Stoffwechsels auch gesetzmaBige Anderungen 
des Katalasegehaltes parallel gingen, da sich von diesem Ge- 
sichtspunkte aus eventuell ein Aufschlu8 iiber die biologische 
Bedeutung dieses Fermentes erwarten lieB. 

Irgendwelche Angaben, daB sich bei vielen Tieren z. B. 
ein Unterschied in der katalytischen Kraft wahrend des Sommers 
und des Winters bemerkbar macht, sind uns aus der Literatur 
nicht bekannt. 

In Tabelle XI sind nun die Werte in der giinstigen und 
ungiinstigen Jahreszeit von denjenigen Organismen zusammen- 
gestellt, die wahrend besonders giinstiger Lebensperioden eine 
Zunahme der Katalase zeigen. 











64 R. Zieger: 








Tabelle XI. 
Anderung des Katalasegehaltes wihrend des Winters und Sommers. 
CARPE Ons er naemeT! REA. | Auf — Lacettie, 
Organismus — | Datum Ms 1000 ‘Trocken-| gewicht 


cowie od 





Strongylocentrotus Darm | 13. L 1913 | 232025 1041000 29,29 








. 22. V. 1093 188 |5382511] 20,31 
Asterias rubens. .| Darm ins III. 1913; 132250) 470810] 28,09 
” . VIL. | 216400} 717982] 30,14 








Cucumaria planci . Darm |17.1. 1913! 13562) 188040] 12,38 

















. 111. VIL. | 45288] 206606] 21,92 

Lumbricus terrestr. Darm 28. XI. 1912) 81075| 363412] 22,31 
+ 20. VI. 19138 126375 | 566450] 22,31 

- 3. VIL. 169725 | 571680] 29,72 

n 10. VII. 431325 | 975497] 38,88 

ganzes Tier} 28. XI. 1912, 53781| 196470] 26,75 

- ” 9.I. 1918; 36644) 177420] 20,21 

» » | 8, VIL | 94010} 375070] 25,06 

~ » | 10. VIL. | 113719| 443868] 25,62 

Helix pomatia . . Leber (| 22. XI. 1912) 50591 | 228815] 22,11 
, 3. VI. 1913; 172688} 685270] 25,20 

im Zustand d. Trockenst. n 15. VIL. 29871 103 146 28,96 
Niere 12. XII.1912| 22710) 56629] 40,18 

- 3. VI. 1913) 107050; 463590] 25,61 

- * - 15. VIL. | 15031; 52282] 28,75 
Darm 13. XI1.1913| 41025} 234696] 17,48 

* 16. VI. | 85725) 393863] 21,76 

. . - 15. VII. | 47762) 228635] 20,89 
ganze Tiere| 12. XII.1912,| 8613) 46331] 18,59 

~ . 3. VI. ' 10108) 45675] 22,13 





Von den Organismen, die eine Aktivierung im Sommer 
erkennen lassen, sind zuerst die Echinodermata hervorzuheben. 
Wie die Tabelle zeigt, l4B8t sich hier ganz deutlich eine Zu- 
nahme der Aktivitét des Darmes, sowohl bei Strongylocentrotus 
als auch bei Asteriae rubens und Cucumaria planci wahrnehmen. 
Interessant- ist es, daB Cohnheim?’) fiir die Kohlenhydrat- 
verdauung bei Echinodermen etwas Ahnliches nachgewiesen hat. 
Er fand, daB das Invertin und die Diastase der Holothurien- 
darme im Winter nur sehr schwach wirksam war. Ein ahn- 
liches Verhalten zeigt der Regenwurm. Der Darm enthalt im 
Sommer ebenfalls bedeutend mehr Katalase als im Winter 
(siehe Tabelle XI), dabei léBt auch das ganze Tier eine Zu- 
nahme erkennen, die aber wahrscheinlich durch den Darm be- 


*) Cohnheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 1901. 





i 





OT TREES 





Katalase der niederen Tiere. 65 


dingt ist, da der Hautschlauch und die Geschlechtsorgane fast 
keine héheren Konstanten geben. Die Tiere lieB ich, um Ge- 
wichtsfehler durch die im Darm enthaltene Erde zu vermeiden, 
langere Zeit hungern und untersuchte sie von Zeit zu Zeit. 
Mit zunehmender Reinheit steigen natiirlich auch die Katalase- 
werte. Man muB bei der Beurteilung der so erhaltenen Werte 
sehr vorsichtig sein, da man ja nie genau weib, ob die Erde 
ganz aus dem Darm ist oder nicht. Selbstverstandlich wurde 
den Tieren Filtrierpapier gereicht, um ja gréBte Reinheit zu 
erzielen. 

Das frappanteste Beispiel fiir eine Aktivierung im Sommer 
sind die Schnecken, speziell Helix pomatia. Sie wurden sowohl 
waihrend des Winterschlafes als auch wahrend ihrer gréBten 
Lebenstiatigkeit untersucht. Besonders auffiallig ist hierbei, dab 
nur die Organe, die bei den Stoffwechselvorgingen die Haupt- 
rolle spielen, wie Leber, Niere, Darm, im Sommer wesentlich 
aktiver sind als im Winter, wihrend die ganzen Tiere und die 
anderen Organe keinen wesentlichen Unterschied erkennen lassen. 
DaB die ganzen Tiere die zu erwartende Zunahme nicht zeigen, 
beruht wahrscheinlich darauf, daB diese Extrakte sich sehr 
schlecht filtrieren lassen. Die schleimigen Bestandteile des 
Hautschlauches verstopfen die Poren des Filters, und dabei geht 
sicher nur ein geringer Teil der Katalase bei der sehr lang- 
samen Filtration in das Filtrat iiber. Interessant ist es nun, 
daB man auch im Sommer eine Aktivitaitsabnahme hervorrufen 
kann, wenn man die Tiere im Trocknen und ohne Nahrung 
halt. Sie ziehen sich dann in ihr Gehiuse zuriick und ver- 
fallen genau so wie im Winter in einen Zustand minimaler 
Lebenstiatigkeit. Es ergaben sich dabei dieselben Katalasewerte 
wie im Winter. 

Es scheint nun nach diesen Versuchen die Annahme be- 
rechtigt, daB mit den verschiedenen Intensitatsschwankungen 
des Stoffwechsels auch gesetzmaBige Schwankungen des Kata- 
lasegehaltes parallel gehen. Im Winter, wo die Stoffwechsel- 
vorginge auf ein Minimum reduziert sind, ist auch der Kata- 
lasegehalt herabgesetzt, wihrend im Sommer mit einer Steigerung 
dieser Prozesse auch eine Zunahme der Katalase verkniipft ist. 
Nun gehen ja dabei auch gréBere Oxydationsprozesse vor sich, 


und man kénnte vermuten, daB damit die héhere Aktivitét im 
Biochemische Zeitechrift Band 69. 5 
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Zusammenhang zu bringen ware. DaB dies aber weniger der 
Fall zu sein scheint, lehrt ein anderes interessantes Beispiel. 

Es war natiirlich wiinschenswert, zu erfahren, ob die Wirbel- 
tiere wahrend des Winterschlafes und wahrend des Sommers 
ahnliche Zustaénde in bezug auf die Katalase erkennen lassen, 
wie die Schnecken. Als geeignetes Objekt erwies sich in dieser 
Hinsicht der Igel. Wie man nun aus der Tabelle XII ersieht, 
zeigt sich bei ihm das umgekehrte Verhalten. Wir finden im 


Tabelle XII. 
Katalasegehalt der Organe des Igels. 








Wihrend des 
Winterschlafes 
Art der 


Gewebe | Auf _ | Auf 
Datum |1: 1000 | Trocken- Datum |1:1000|Trocken- 
| | gewicht | | gewicht 


Blut . ./24.11.13) — | 28. VIII. 13) 22588} 105207 
Leber. . 

Niere . 
Darm . 
Lunge. 
Herz .. 
Bauchfell 
Gehirn 
Hoden . 
Galle . 


Wahrend des Sommers 











'212980 | 856 754 ” '147450 | 510031 
| 58200 | 201519 , 32020) 139943 
| 1197; 4748 949) 3764 
10194; 44514 9575| 41101 
1342 5400 1442; 4990 


| 13319 49584 — | 

1690} 7979 1718} 8110 
| 4934| 28703 1975| 11490 
| 712] 6884 307| 2753 


Se ee oe eo ee ee | 














Winter, besonders in der Leber und Niere, eher eine hdhere 
Aktivitét als im Sommer. Die Oxydationsprozesse gehen aber 
sicher auch hier zuriick, wenigstens ist der Sauerstoffverbrauch 
nach Regnault und Reiset’) bei einem nahen Verwandten 
des Igels, dem Murmeltier, wahrend des Winterschlafes sehr 
gering. Eine Abhangigkeit der Katalase nur von den Oxyda- 
tionsprozessen ist hiernach nicht anzunehmen, denn sowohl bei 
den Schnecken als auch beim Igel findet ein Sinken der Oxyda- 
tionsprozesse statt, waihrend der Katalasegehalt dagegen ein 
ganz entgegengesetztes Verhalten zeigt. Es existieren in der 
Literatur speziell iiber die Vorgange in der Leber wahrend des 
Winterschlafes und des Sommers sowohl bei den Schnecken 
als auch bei den Wirbeltieren nahere Angaben, die die Ver- 
schiedenheit in den Befunden vielleicht erklarlich erscheinen 


1) Regnault und Reiset, Ann. de Chimie, 3. Ser. 26, 483, bis 
490, 1849. 
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lassen. Young’) gibt an, daB 4 bis 5 Wochen nach Beginn 
des Winterschlafes das Glykogen aus der Schneckenleber voll- 
kommen verschwunden sei, und auch zur Sommerszeit sollen 
nach ubereinstimmenden Angaben von Barfurth und Young?) 
2 bis 3 Wochen geniigen, um das Glykogen zum Schwinden zu 
bringen. Im Gegensatz dazu teilen Weinland und Riehl*) 
mit, daB das Glykogen in der Leber bei einem Verwandten 
des Igels, dem Murmeltier, waihrend der Dauer des Schlafes 
pro Kilogramm Kérpergewicht kaum eine Anderung erfahrt und 
daB dagegen bei jedem Aufwachen ca. 4 g Glykogen verbrannt 
werden und da®, da der anfaingliche Glykogengehalt vor dem 
letzten Aufwachen wieder hergestellt ist, waihrend der Ruhe 
eine Glykogenneubildung eintreten mu. Man sieht also hieraus, 
daB diese Vorginge direkt entgegengesetzt verlaufen. 

Vergleichen wir hiermit die erhaltenen Katalasewerte, so 
ergibt sich eine auffallige Beziehung zwischen dem Glykogen- 
gehalt und unserem Ferment. Der Glykogenhalt der Leber bei 
Helix pomatia sinkt wihrend des Winterschlafes und entsprechend 
auch die Katalasemenge. Beim Igel dagegen — man kann 
wohl die Verhialtnisse vom Murmeltier auf den Igel iibertragen — 
kann man im Winter kaum eine Abnahme des Glykogens in 
der Leber nachweisen, ebenso ist dies mit der Katalase der Fall. 

Etwas Ahnliches finden wir auch bei den Insektenpuppen. 
Auch hier tritt in einer Periode, in der der Organismus keine 
Nahrung aufnimmt, Kohlenhydratbildung auf, und entsprechend 
finden wir auch hier hohe Katalasewerte. 

Ein weiteres analoges Beispiel konnte bei Ascaris bemerkt 
werden. Nach Weinland‘) zeigte sich bei Ascaris wahrend 
der Hungerperiode eine Verminderung des Glykogens, und ent- 
sprechend konnte Lesser nachweisen, daB nach 5 Hungertagen 
die Katalase um ein Drittel des urspriinglichen Wertes zuriick - 
gegangen war. 

Ziehen wir hierbei noch in Betracht, daB die Leber der 
Wirbellosen und der Vertebraten sich in bezug auf die Katalase, 
wie schon oben erwihnt, so gleichmaBig verhalt, daB sie durch - 


’) Young, zit. Fiirth, Lehrbuch der Physiologie, 

*) Barfurth und Young, Arch. f. mikrosk. Anat, 28, 331, 1885, 
8) Weinland und Riehl, Zeitschr. f. Biolog. 50, 1908. 

‘) Weinland, Zeitschr. f. Biol. 42, 1901; 43, 1901. 
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weg das katalasereichste Organ repriasentiert, und daB sie bei 
beiden Gruppen wenigstens die Glykogenfunktion gleichmabig 
besitzt, so macht es den Eindruck, als ob ein Zusammenhang 
zwischen den Vorgingen bei der Glykogenumsetzung und der 
Katalase bestehen mdchte. 

Aber nicht alle Tiere lassen im Sommer eine Aktivierung 
erkennen. Wie die Untersuchungen lehren, konnte bei Spiro- 
graphis, bei den Muscheln, bei Limnaea stagnalis kein Unter- 
schied in der katalytischen Kraft wahrend des Winters und 
Sommers festgestellt werden. Es mu8 aber betont werden, 
daB diese Organismen erst untersucht wurden, nachdem sie 
langere Zeit in den Becken der Aquarien zugebracht hatten. 
Die Tiere befanden sich also unter relativ giinstigen Lebens- 
bedingungen, sie bewegten sich und nahmen auch Nahrung 
auf. Die Echinodermata, Lumbricus, Helix pomatia wurden 
sofort, nachdem sie angekommen waren, untersucht. Das 
verschiedene Verhalten lieB sich somit zum Teil durch die 
Umstande erklaren. 


b) Anderung der Katalase mit der Entwicklung. 

Wie auf eine Anderung des Katalasegehaltes wihrend der 
verschiedenen giinstigen und ungiinstigen Lebensbedingungen, 
so wurde auch auf eine Anderung dieses Fermentes mit der 
Entwicklung besonderer Wert gelegt, da sich auch hier ev. ein 
Aufschlu8 tber die biologische Bedeutung erwarten lieB. Unter- 
suchungen iiber diesen Punkt sind schon bedeutend haufiger. 
Besonders Steche und Waentig') haben an den Larven der 
Lepidopteren sehr interessante Befunde feststellen kénnen. Es 
galt nun diese Versuche weiter auszudehnen. 

Wie man aus den Tabellen XIV und XV sieht, ist der Fer- 
mentgehalt der jungen Tiere ein recht hoher. Besonders die 
jungen Schnecken von Arion empiricorum sind bedeutend ak- 
tiver als die ausgewachsenen. Auch Steche und Waentig 
machten an Sphinx ligustri die auffallige Beobachtung, dab 
die frisch aus dem Ki geschliipften Raupchen einen recht er- 
heblichen Vorrat an Katalase besaBen. Es war nun von 
Wichtigkeit zu erfahren, ob dieser schon aus dem unbefruchteten 
Ei stammt oder erst waihrend der Entwicklung gebildet wird. 


') Siehe FuBnote 2 auf S. 39. 
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Tabelle XIII. 


Katalasegehalt unreifer und reifer Eier. 





Unreife Eier Reife Eier 


Organismus ; — t. Auf 
1:1000 | Trocken- 1:1000 Trocken- 
mere ay | gewicht gewicht 


Strongylocentrotus: Max. 23073 101119 | Nach Steche u. Waentig 
Min. 14807 80300 sehr wenig aktiv 
Asterias rubens. . .. . 11815 35730 | _ —_ 
Ascaris megaloc. . .. . 13773 83 070 454 8360 
Astacus fluviatilis. . . . - ~ 206 | — 
Decticus verrucivorus . . ~- as 625 
Vespa vulgaris .... . -- 1685 | - 
Pieris brassicae. . .. . -- 2532 - 
Helix pomatia ..... — 161 5547 
Schildkréte ...... 3197 117 342 659 





Die Untersuchungen in dieser Hinsicht haben nun ganz 
auffallige Befunde ergeben. Die unreifen Eier sind, wie ich 
bei Schildkréten, Ascaris, Echinodermata (Tabelle XIII) fest- 
stellen konnte, gegeniiber den reifen Eiern auBerordentlich 
aktiv. Wiahrend der Reifeprozesse tritt eine allmahliche Ab- 
nahme in dem Katalasegehalt ein. Die reifen Eier selbst sind, 
wie die Beispiele von Ascaris, Astacus fluviatilis, Dixippus 
morosus, Decticus verrucivorus, Vespa vulgaris, Pieris brassicae, 
Smerinthus ocellatus, Limax agrestis, Helix pomatia, Schild- 
kréte zeigen, sehr katalasearm. 


Tabelle XIV. 


Katalasegehalt waihrend der Entwicklung von Limax agrestis. 





Auf 
1:1000  Trocken- 
gewicht 


Kier kurz vor dem Schliipfen . 263 oo 
Schnecken eben schliipfend . . 7094 -- 
Schnecken von mittlerer GréBe 51713 238200 


Tabelle XV. 


Katalasegehalt waihrend der Entwicklung von Arion empiricorum. 





Trocken- 


| Auf Trocken- : 
gewicht 
<i 


1:1000 z 
gewicht 
——_——————— = = —— — — —— — —a = o — 


Sehr junge Tiere, noch nicht 

ganz ausgefarbt .... . 91775 517081 17,71 
Mittlere Tiere. . . . oT 47475 273 162 17,38 
pe 34863 243970 14,29 
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Eine wesentliche Aktivierung scheint mit der Befruchtung 
nicht verbunden zu sein. Wenigstens lieBen Mischungsversuche 
von Sperma und Eiern bei Strongylocentrotus nach Versuchen 
von Steche und Waentig keine Zunahme erkennen. Auch 
Lyon und Terry erwaéhnen, daB die Katalase in den See- 
sternen und Seeigeleiern nach der Befruchtung eher abnimmt. 
In einer spateren Arbeit von Lyon dagegen sollen Eier von 
Toxopneustes und Arbacia, die im Seewasser gehalten wurden, 
nach der Befruchtung mehr Sauerstoff entwickeln als die un- 
befruchteten. Leider gelang es mir nur, unreife Echinodermen- 
eier zu untersuchen, die ziemlich hoch aktiv waren, wahrend 
die reifen und befruchteten Eier nach Steche und Waentig 
sehr gering katalytisch wirksam waren. 

Auch bei Mischungsversuchen der Geschlechtszellen von 
Ranaarten konnten Steche und Waentig im Gegensatz zu 
Ostwald keine Aktivierung bemerken. Allerdings tritt gerade 
im letzteren Falle keine direkte Befruchtung ein. 

Wiahrend der Entwicklung nun zeigen die Insekten- und 
Schneckeneier keine auffallende Anderung im Katalasegehalt; 
auch Lyon bestitigte diese fiir die Echinodermen. Erst im 
Moment des Schliipfens nimmt die Katalase rapid zu und er- 
reicht in kurzer Zeit ein Maximum. 

Besonders gut konnte der Ubergang des Embryos in das 
junge Tier bei Limax agrestis beobachtet werden. Die Eier, 
die direkt vor dem Schliipfen standen, waren recht inaktiv 
(Tabelle XIV), wahrend die eben schliipfenden Tiere, die so- 
fort in Chloroform abgetétet wurden, bedeutend starker kataly- 
sierten. Leider wurde zu diesen Versuchen das Material véllig 
aufgebraucht. Erst an Arion empiricorum gelang es, den Ent- 
wicklungszyklus bei den Schnecken weiter zu verfolgen. 

Die sehr jungen Tiere, die noch nicht ganz ausgefarbt 
waren, enthielten eine sehr groBe Katalasemenge (Tabelle XV). 
Von da an nahm sie ab, die Tiere von mittlerer GréBe waren 
besonders in ihren Organen wie Leber, Darm wesentlich ak- 
tiver als die ausgewachsenen (Tabelle VII), um dann den 
charakteristischen Wert fiir die geschlechtsreifen Organismen 
zu erreichen. 

Ahnliche Verhiltnisse konnte ich auch bei den Insekten 
konstatieren (Tabelle XVI und XVII), speziell an Dixippus 
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morosus und Smerinthus ocellatus. Auch hier waren die reifen 
und befruchteten Eier sehr wenig aktiv; wahrend der Ent- 
wicklung im Ei anderte sich die Katalasemenge nicht erheb- 
lich. Erst mit dem Ausschliipfen der jungen Larven trat ein 
sehr hoher Fermentgehalt auf. Das gleiche Verhialtnis fanden 
ja Steche und Waentig auch bei Sphinx ligustri. 


Tabelle XVI. 


Katalasegehalt wahrend der Entwicklung von Dixippus morosus. 








| 1:1000 


Kier eben abgelegt .. . 1934 
» 1 Woche alt. ... 1657 
» 2 Woenwe...... 1643 
» 3» Sis & ss 1658 

- . LY ee 2408 

Eben geschliipfte Tiere . 61996 

ca. 8 Tage altere Tiere . 66210 
» 4 Wochen alte Tiere . 62886 

Ausgewachsene Tiere . . 62538 


Tabelle XVII. 


Katalasegehalt wihrend der Entwicklung von Smerinthus ocellatus. 


4 











Trocken- 
gewicht 
0} 


| Auf Trocken- 
gewicht | 


1:1000 


} 
| 


5063 _ _ 
5044 -- —- 
4263 = 
3231 - 
2863 
3894 
3750 
” a. 4425 - oo 
Raupen eben schliipfend . . 15338 — 
- 1 Tag alt mit Futter 13656 | — 
, vor 2. Hautung . . 26013 108900 23,89 
» nach 2. ” mie 23119 =| 142785 16,19 
”  % ” . 9363 66063 14,13 
Eben » 4. > ea 7694 53.943 14,26 
Langer » 4. ” os 12535 86610 14,47 
Kurz vor Verpuppung .. . 20923 140770 14,86 
Puppen (alte) 58090 129310 43,90! 
Imagines voll Eier 14360 45414 31,62 


ee ee | -_ 








Bei den dotterreichen Eiern und Saugetieren scheinen nun 
die Verhialtnisse insofern etwas anders zu sein, als hier wih- 
rend der Entwicklung eine héhere katalytische Energie erzielt 
wird, ohne allerdings wahrend des Embryonallebens die fiir 
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die jeweiligen Arten charakteristischen Werte zu erreichen. 
Fiir die Hiihnereier geben Winternitz und Rogers folgen- 
des an: Frische Hiihnereier haben eine schwache, wenn auch 
deutliche Wirkung, die unveraindert monatelang erhalten bleibt. 
Die einzelnen Teile, wie Dotter und EiweiB, haben keine wesent- 
liche katalytische Wirkung. Das Keimzentrum bebriiteter und 
befruchteter Eier gewinnt rasch an katalytischer Wirkung; 
Dotter, EiweiB, Amnionfliissigkeit, ebenso die unbefruchteten 
Eier zeigen nach 21tagiger Bebriitung keine Zunahme. Die 
katalytische Wirkung hat also ihren Ursprung in dem sich 
entwickelnden Keimzentrum. Leider fehlen hier die Angaben 
iiber die jungen Kiiken. 


Tabelle XVIII (nach Battelli und Stern). 


Katalasegehalt der Gewebe des sich entwickelnden Meerschweinchens. 





Meerschweinchen | Leber Blut Niere | Milz | Lunge Muskel | Gehirn 








Embryo von 5g.] 350, — 30; — |/—-/] —- 12 

» » 17g.] 450] — | 70 | 2390) — | 15 12 

» » 86g.] 780| 390 | 110 | 290} — | 19 12 
a 1200 | 405 | 150 | 300 | 180 | 24 , 16 
Neugeborenes . .| 1080 450 210 | 285 | 255 | 26 14 
1 Tag altes . . . | 1050) 510 | 240 | 330 | 330 | 22 15 
2 Tage » .. . | 2000] 510 | 240 | 330 | 360 | 24 14 
35 » ...{42700| 450 | 300 | 300 | 375 | 24 | 15 
Son on  .. «| 4650 | 465 | 375 | 285 375 | 26 16 
7» » .. «| 5400) 480 | 410 | 285 | 360 | 24 | 16 
Ausgewachsenes . | 5800 | 490 | 480 | 350 | 260 | 34 20 


Auch die Untersuchungen an den Saugetieren zeigen etwas 
Ahnliches. Nach Angaben von Battelli und Stern enthalten 
die neugeborenen Meerschweinchen (Tabelle XVIII) bedeutend 
weniger Katalase als die ausgewachsenen. Erst nach der Ge- 
burt nimmt die Katalase rapid zu und erreicht in wenigen 
Tagen die normale Menge. Der Katalasegehalt des fotalen 
Kaninchens ist, wie Lockemann und Thies berichten, eben- 
falls geringer als der des miitterlichen Tieres; und zwar schwankt 
die fétale Katalasezahl meistens zwischen */, und */, des 
miitterlichen Tieres. Buxton und Schaffer geben ebenfalls 
an, da die embryonalen Gewebe weniger Katalase enthalten 
als die ausgewachsenen. Mendel und Leavenworth dagegen 
wollen keinen Unterschied zwischen den embryonalen und 
ausgewachsenen Geweben beim Schweine, wenigstens nicht in 
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der Leber, bemerkt haben. Die Werte fiir die Lunge und 
Niere des Embryos lassen aber ganz deutlich eine geringere 
katalytische Kraft erkennen, als die entsprechenden Organe des 
ausgewachsenen Schweines. DaB bei der Leber dieser Unter- 
schied nicht wahrgenommen werden konnte, liegt daran, daB 
im Verhialtnisse zum Wasserstoffsuperoxyd die angewandte Ge- 
webemenge zu groB war. 

Wir haben es hier also mit ganz charakteristischen Gesetz- 
maéBigkeiten zu tun, die wahrscheinlich fiir die ganze Tierwelt 
Geltung haben; einerseits also mit einer Abnahme vom unreifen 
zum reifen Ei und andererseits mit einer bedeutend geringeren 
Aktivitat wahrend des Embryonallebens. Was besonders diesen 
letzten Punkt betrifft, so scheinen die Stoffwechselvorginge der 
fotalen Organismen fiir den geringen Katalasegehalt der Foeten 
von Bedeutung zu sein. Wahrscheinlich ist, daB durch die 
latente Funktion der Organe diese niedrige Aktivitat bedingt 
ist. Erst nach der Geburt, wenn die Organe ihre volle Funktion 
aufnehmen, tritt ja die rapide Zunahme auf. DaB hierbei die 
Sauerstoffaufnahme lediglich den bestimmenden Faktor abgeben 
soll, ist nicht nachzuweisen. Einen eindeutigen EinfluB der 
Atmung auf den Katalasegehalt des Kaninchenblutes konnten 
Lockemann und Thies auch in dem Falle nicht erkennen, 
wo die Foeten langere Zeit am Leben erhalten werden konnten. 
Es kommt hierbei weniger die Sauerstoffaufnahme in Betracht, 
als vielmehr der Punkt, welche Stoffwechselprozesse vor sich 
gehen. Gerade da, wo sehr bedeutende Oxydationsprozesse 
stattfinden, wo die Sauerstoffaufnahme um das 6 bis 7 fache 
vergroBert ist, wie bei der Befruchtung, sind mit die niedrigsten 
Werte im ganzen Leben der Organismen erhalten worden. 

Auch bei den Pflanzen sind die verschiedensten Entwick- 
lungszustinde auf die Katalase hin des naheren untersucht 
worden. Was hier besonders die Periode der Reifung an- 
belangt, so ist es Tallarico, dessen Arbeit leider nicht im 
Original erhalten werden konnte, der an der Banane feststellte, 
daB die katalytische Wirkung im griinen Stadium und wihrend 
der Reifung noch intensiv, in den schwarz gewordenen Friichten 
nach beendeter Reife aber auch bedeutend abgeschwacht ist. 
Zaleski und Rosenberg’) geben an, daf wihrend der Kei- 

4) Zaleski und Rosenberg, diese Zeitschr. 33, 1911. 
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mung der Weizensamen — die reifen Samen sind hier ebenfalls 
wenig aktiv — die Menge der Katalase bis zu einem Maximum 
zunimmt und dann abfallt. Friiher schon (1909) hat Delano’) 
nachgewiesen, da wabhrend der Keimung der Ricinussamen 
sich die Katalase rasch bis zu einem Maximum vermehrt, um 
sodann wieder in Menge und Wirksamkeit abzunehmen. Zeitlich 
fallt nach dem Verfasser das Verschwinden der Katalase mit 
dem des Fettes zusammen. Es erinnern diese Zustande sehr 
an die weitere Entwicklung der Schnecken, wie sie schon 
skizziert wurde, und an die der Insekten, auf die im folgenden 
weiter eingegangen werden soll. 


Tabelle XIX. 


Katalasegehalt bei der Entwicklung von Periplaneta orientalis und 
Forficula auricularia. 








Periplaneta orientalis | Forficula auricularia 





; Auf Trocken-] , , |Auf Trocken- 
1: 1000 gewicht 1: 1000 | gewicht 
Ganz junge Larven. .| 1891 sab 27050 | 121029 
Mittlere Larven ... 2478 6482 — 

- - ae et 1406 4445 — | 
Ausgewachsene Larven 1447 4452 29288 | 125109 
” ” 1731 | 5360 26560 | 119910 

















Interessant gestalten sich die Untersuchungen bei der post- 
embryonalen Entwicklung der Insekten. 

Periplaneta orientalis, Forficula auricularia (Tabelle XIX), 
Dixippus morosus (Tabelle XVI), Tiere mit hemimetaboler Ent- 
wicklung, lassen keinen Unterschied zwischen den ausgebildeten 
und den sich entwickelnden Organismen erkennen. 

Anders liegen nun die Verhialtnisse bei den holometabolen 
Insekten, wobei als Norm die Lepidopteren angenommen werden 
sollen, da sie die geeignetsten Untersuchungsobjekte abgaben. 
Es wurden die verschiedensten Spezies untersucht (Tabelle XX). 
Ich konnte durchweg die gleichen Verhialtnisse, wie sie schon 
Steche und Waentig angeben, konstatieren. Die eben ge- 
schliipften Raupchen zeichnen sich, wie schon erwahnt, durch 
ihren hohen Fermentgehalt aus. Ein Unterschied in den jungen 
Larven bei Smerinthus ocellatus, von denen ein Teil mit Futter 


1) Delano, Centralbl. f. Bakt. 24, 1909. 
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Katalasegehalt der Lepidopteren. 
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und im Lichte, ein anderer im Dunkeln und ohne Nahrung 
gehalten wurde, lieB sich nach 1 Tag nicht erkennen. Erst 
mit dem Beginn der Aufnahme gréBerer Nahrungsmengen und 
des Wachstums sinkt die Katalase und erreicht ihr Minimum 
gewohnlich nach der vorletzten Hiutung. Am Ende der Larven- 
periode tritt dann wieder eine rapide Zunahme auf, die ihr 
Maximum meist in der Puppe erreicht. In denjenigen Puppen, 
die den Winter iiberdauern, halt sich der Fermentgehalt langere 
Zeit auf dieser bedeutenden Hohe. Erst kurz vor dem Aus- 
schliipfen der Imagines setzt ein bedeutender Abfall ein. 


Tabelle XXI. 


Katalasegehalt der Blattwespen. 





Arge rosae Cimbex femorata 


1:1000 Auf Trocken- Auf Trocken- 


gewicht 1: 1000 gewicht 


Nach 1. Hiutung. . 28038 102250 — — 
— ” = 27044 | = 131556 6940 30704 
» 3. ” ar 16231 69 303 4188 19450 


4. 20156 65245 1255 3655 








” ” . 
Vor Verpuppen. . . 28713 135431 8273 29293 
38672 116710 4497 — 


Tabelle XXII. 


Katalasegehalt der Wespen, Bienen und Ameisen. 





Camponotus Cam ponotus 
ligniperd., ligniperd., 
Arbeiter Geschlechtstiere 


R Bienen, Bienen, 
Vespa] Arbeiter Drohnen 

vul- 
garis 


1:1000 > 1:1000 1:1000 


Auf 
Trocken- 


1:1000 3 


|| gewicht 

} Trocken- 
Anf 

| Trocken 
Auf 

Trocken- 

gewicht 


i gewicht 


1:1000 


j 
| 


1685] — ay 
Jiingere Larven 6130] — | — — | 8766 45115 
Mittlere Larven. . . . .| — [12660 37484 —~i-—- - 
Alte Larven .... . «| 6853 113950 53203 - | 6600 34702 
Eben verpuppt . . . . .| 8150] 7678/35466) — —~ — _ 
Altere Puppen .. . . . | 5690] 5850/30155 23380] 5600 30234) 95740 30790 
Puppen kurz vorSchiiipfen | 4915 | 402024155) — - oo _ — Wiheed 
Imag., eben geschliipft .| — | 8985|32849 pen | ~ ieee 





m 2 aN ad bee y 21210, — 
Imag., linger geschliipft . 2615, 7708 10230} 1526 | 4417 digeitt 1100! 

















Diejenigen Puppen aber, die noch in demselben Jahre schliipfen, 
wie Lymantria dispar., L. monacha, Bombyx mori usw., lassen 





Trocken- 


gewicht 
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sehr bald eine Abnahme erkennen. Diesen zuletzt skizzierten 
Verhaltnissen schlieBen sich auch die Wespen, Bienen, Ameisen 
(Tabellen XXI und XXII) bei ihrer Entwicklung an. 

Die geschlechtsreifen Imagines selbst sind sehr wenig 
aktiv. 

Ahnliche Zustinde gelten wahrscheinlich auch fiir die 
Dipteren (Tabelle XXIII). Nur lassen sich hier die Verhalt- 
nisse infolge des Mangels der Kenntnis iiber die jeweiligen 
Geschlechtszusténde und des damit zusammenhingenden Fett- 
k6rpergehaltes noch nicht klar erkennen. 


Tabelle XXIII. 


Katalasegehalt der Dipteren. 





Larven Puppen We Imagines 


Organismus 


1:1000| 1:1000 | 


Auf 
|| Trocken- 
gewicht | 
Auf 
|| Trocken- 
Auf 


1:1000, 


gewicht 





|| gewicht | 
|| Trocken- 


| 
4 
} 


Corethra pallida . .. . | 9472 131373 
Chironomus plumosus . . | 4500 — 
Tipula gigantea 12650 — 
Bibio hortulanus ... . {18017 — 
Eristalis tenax 3222) — 5672 — 
Musca bimaculata .. . {13987 — [53313 — 
Musca domestica . . . . [39785 152660]/42676 177930} 5028 


(lange 
geschliipft) 


Sarcophaga carnaria . . | 2722) — — _— -—- 
Acanthiptera inanis . . . |68438 206590)45425 149810) — - 
Blephariptera serrata . . ~- — |413800 110150} 50584 | 181160 











Aber nicht immer zeigen die Imagines so niedrige Kon- 
stanten. Umgekehrt verhielten sich die frisch geschliipften 
Tagfalter (Vanessen, Tabelle XX) und Coleopteren (Tabelle XXIV). 
Bei ihnen sind aber die Geschlechtsorgane noch nicht voll 
entwickelt, ihr Hinterleib ist noch langere Zeit ganz mit Fett- 
kérper erfiillt. Aber auch hier trat mit der Ausbildung der 
Geschlechtsprodukte und der damit zusammenhangenden Re- 
sorption des Fettkérpers eine Abnahme ein. Vanessa atalanta- 
Falter, die iiber 2 Monate lang frisch erhalten wurden, zeig- 
ten nach dieser Zeit deutlich eine Abnahme. Desgleichen 
gaben Coleopteren wie Chrysomela fastuosa, Carabus intricatus 
wahrend der Eiablage bedeutend niedrigere Konstanten (Ta- 
belle XXYV). 
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Tabelle XXIV. 
Katalasegehalt der Coleopteren. 
ais oa Larven _|Puppen| __Imagines 
Name 1: 1000 AufTrocken- 1:1000 [1 -1900|At!Trocken- 
. gewicht . . gewicht 








1. U.O. Adephaga. 
Fam. Carabeidae: 
Calosoma sycophanta . . |25620' 68467 | 59188 | 14256 a 
Carabus nemoralis | 





Se aaa ee —|— — |13544) 49413 
_. eee —-;j- — |50160 137610 
Carabus intricatus 
ee —- |} — — |34020) 123390 
eae —- i — — |81270| 207590 
Fam. Dytiscidae: | 
Dyticus marginalis 
le 8097| 48955 _ 4181) 14954 
_ eee 17629| 145319 — |18519| 66234 
Acilius sulcatus... .. —_ — — |}22031; 96924 
2. U. O. Polyphaga. 
2. Sektion. 
Fam. Hydrophilidae: 
Hydrophylus piceus 
Sa) Sa —-;}; - -- 7778 _ 
oe —- |-—- — |17781 —_ 
Fam. Cantharidae: | 
Cantharis fusca... .. —-—};— — |16919 o 
Fam. Coccinellidae: | 
Anatis ocellata, Larv. . . | 1989 oo 2627 — — 
Coccinella septemp., Imag. os = — 481; — 


3. Sektion. Heteromera. 
Fam. Tenebrionidae: 
Tenebris molitor .. . . 178087; 198645 | 78875 |54977| 154170 
Blaps mortisaga. . .. . — _ — |22451| 57026 


4. Sektion. Phytophaga. 
Fam. Cerambycidae: 
Clytus arcuatus. . ... | 2690 8931 _ — 
Leptura rubra ..... _ — — 2716 _ 
Fam. Chrysomelidae: 


Chrysomela fastuosa 
i 28805) 89207 


91050} 281840 


= 
© 
‘a 
| 
| 
1 | 


6. Sektion. Lamellicornidae. 
Fam. Scarabicidae: 

Geotrupes stercorarius. . | — _ 
Melolontha vulgaris . . . | 2768) 16428 
Rhizotrogus solstitialis. . _ 
Cetonia aurata ..... 25275 -- 
Oryctes nasicornis. . . . 133648) 129500 | 43 


51694 — 


37865| 103371 ; 
36400| 101120 
38 |55981| 142192 








w 











Am besten lieB sich aber eine Abhangigkeit der Katalase von 
der durch die Ausbildung der Geschlechtsprodukte bedingten 





CHARS, 
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Abnahme des Fettkérpers bei den Wasserkifern Hydrophilus 
piceus und Dyticus marginalis (Tabelle XXVI) wahrnehmen. 


Tabelle XXV. 


Anderung des Katalasegehalts der Coleopteren mit der Reifung a 
perencenmmemts abr stn 








Vor der -Biablage Nach der Eiablage 





Name 


1:1000 Auf Trocken- 1:1000 | Auf Trocken- 
| gewicht 


_gowicht _ 





Astilbus coniesleies . a 77013. 153860 29294 584588 
Chrysomela fastuosa . . 91050 281840 28805 89207 
Carabus intricatus ...]| 81020 | 207590 34020 123390 
Carabus nemoralis ...]| 50160 137610 13544 49413 








Tabelle XXVI. 


Katalasegehalt von Dyticus marginalis wihrend verschiedener Perioden. 





Art . ‘Auf Trocken- 
des Geschlechts Datum ‘ _bewicl ht 











26. V.12 19156 
25, XII. 12 66234 
28, XII. 12 9: 53.490 
11. VI. 13 26734 
17. VI. 13 81 | 14954 
11. VI. 13 293 | 18931 
10. VIL. 13 10307 | 46864 








Blunck?) fand ja speziell an Dyticus, daB diese Tiere mehrere 
Male im Jahre der Eiablage obliegen. Ganz analog diesen 
Perioden war auch eine Abnahme im Katalasegehalt nachweis- 
bar. Leider gelang es nicht, bei allen untersuchten Coleopteren, 
wie Geotrupes silvaticus, Blaps mortisaga usw., eine geringere 
Aktivitat festzustellen. Es ist aber ziemlich schwierig, die 
Verhialtnisse kontrollieren zu kénnen. Es kommt selbstverstiand- 
lich auf die jeweiligen Reifezustande an, unter denen die Tiere 
untersucht wurden. Man kann ja nie genau sagen, wie weit 
die Reife der Geschlechtsprodukte bei den einzelnen Exemplaren 
gediehen ist. Dabei ist ferner noch zu beriicksichtigen, daB 
besonders giinstige Lebensbedingungen und damit zusammen- 
hangend sehr lebhafte Stoffwechselvorgiinge ev. kompensatorisch 
wirken kénnen. Einen wesentlichen Stiitzpunkt fiir die An- 
nahme einer Abhingigkeit der Katalase von der Ausbildung 


1) Hans Blunck, Zeitschr. f. wissensch. Zoologie 104, 157, 1913, 
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der Geschlechtsprodukte bei den Insekten gibt noch ein merk- 
wirdiger Befund ab. Es gelang einmal bei einer kurz vor 
dem Schliipfen stehenden Puppe von Bombyx mori, in dieser 
schon Eier nachzuweisen. Und diese zeigte nun eine auffallig 
niedrige katalytische Wirkung. Von diesem Gesichtspunkt aus 
lassen sich auch die Verhiltnisse bei den Puppen von Ly- 
mantria dispar, L. monacha, Bombyx mori usw. und den 
Hymenopteren erklaren. Infolge des kurzen Ruhestadiums 
gehen hier die Umschmelzungen innerhalb 2 bis 4 Wochen 
vor sich. Es wird dabei schon zeitig der Fettkoérper auf Kosten 
der heranreifenden Geschlechtsprodukte zum _ groBen Teil 
resorbiert. Die Falter schliipfen ja als geschlechtsreife Tiere, 
die nach wenig Tagen, selbst Stunden schon Eier ablegen. 
Und so ist zu erwarten, daS schon kurze Zeit nach der Ver- 
puppung sich eine Abnahme im Katalasegehalt bemerkbar 
macht. Bei denjenigen Puppen aber, die den Winter iiber- 
dauern, erfolgen die Umsetzungen langsamer, der hohe Kata- 
lasegehalt erhalt sich noch lange Zeit, und erst wenn die 
Reifung vor dem Schliipfen eintritt, nimmt er auch hier 
rapid ab. 

Vielleicht sind auch die unregelmaBigen Werte bei den 
Schnecken, z. B. bei Limnaea stagnalis (Tabelle XXVII) durch 
die Geschlechtszustande bedingt. Die Tiere laichen ja zu ganz 
beliebigen Zeiten das ganze Jahr iiber, und es kénnte méglich 
sein, daB analog wie bei den Insekten die Schnecken bei jeder 
Reifung der Geschlechtsprodukte ein Minimum zeigen. 


Tabelle XXVII. 


Schwankungen der Werte von Limnaea stagnalis. 





- | pans _ Trocken- 
sored Datum 1:1000 | Trocken- gewicht 


stagnalis | gewicht 0 





Ganze Tiere 1. SEE. 12 2497 | 13404 

- . 14. XII. 8194 | 44973 

XII. 972 | 5580 
16. XII. 6847 | 32466 
4. VI. 13 1576 ==: 10161 
4. VI. 1784 | 11506 
4. VI. 3118 | 16506 














Ein weiteres interessantes Verhalten wire hier noch an den 
Geschlechtstieren von Camponotus zu erwahnen (Tabelle XXII). 
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Die gefliigelten miannlichen und weiblichen Tiere sind, bevor 
sie den Hochzeitsflug antreten, ziemlich reich an Katalase, 
fangt man sie aber danach ein, so zeigen sie eine bedeutend 
geringere katalytische Wirkung. Da’ diese Abnahme in diesem 
Falle aber kaum in einer Reifung der Geschlechtsprodukte zu 
suchen ist, geht daraus hervor, daB es noch langere Zeit dauert, 
ehe die Tiere Eier ablegen. Es kénnte hierbei vielmehr ein 
anderer Faktor in Betracht kommen, namlich die Anderung 
im Heliotropismus. Wenn sich die Tiere zum Hochzeitsfluge 
anschicken, sind sie stark positiv, nach dem Fluge dagegen 
negativ heliotropisch. Nach der Hypothese von W. Ostwald 
soll nun der Heliotropismus eine Art Regulationsmechanismus 
darstellen, und zwar soll er abhingig sein von dem Gehalt an 
Katalase und Oxydase. Die Tiere werden positiv heliotropisch, 
um ihren Uberschu8 an Katalase loszuwerden, negativ helio- 
tropisch, um wieder ihren notwendigen Grad von Katalase her- 
zustellen. 

DaB aber andere Verhiltnisse hier vorliegen, zeigt die Ab- 
nahme nach dem Abwerfen der Fliigel. Ohne daB die Tiere 
ihren Hochzeitsflug angetreten haben, nehmen sie in der Ge- 
fangenschaft, nachdem sie die Fliigel verloren haben, bedeutend 
an Katalase ab. Untersuchungen von Wheeler u. a. haben 
nun gezeigt, daB das Abwerfen resp. kiinstliche Entfernen der 
Fligel groBe Umwialzungen in den biologischen Verhiltnissen 
bei den Ameisen und Termiten bewirkt. Dabei wird wahr- 
scheinlich auch die Katalase in Mitleidenschaft gezogen. 

Ein Unterschied zwischen § und @ konnte fast nie fest- 
gestellt werden. Nur bei Saturnia pavonia gelang es, eine Ver- 
schiedenheit der Wasserstoffsuperoxyd zersetzenden Kraft in 
den miannlichen und weiblichen Extrakten nachzuweisen, die 
sich von der letzten Hautung an bemerkbar machte. Die 9 
sind ungefahr doppelt so aktiv als die 4. Schon Dewitz 
macht auf einen Unterschied der 4 und 2 Puppen bei Saturnia 
pyri aufmerksam; er fand, daB die 2 2 bis 3mal mehr Sauer- 
stoff als die 4 entwickeln. Dieses verschiedene Verhalten ist 
wahrscheinlich auch durch den verschiedenen Fettkérpergehalt 
bedingt. Bei dieser Familie ist ja auch der Unterschied der 
Geschlechter besonders stark ausgepragt. Die 4 Puppen sind 


relativ klein und besitzen einen spitzen Hinterleib, die ? sind 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 6 











bs eh, ik a = ea sa 


ee’ 
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dagegen gréBer und zeichnen sich durch den breiten Hinterleib 
aus. Ganz entsprechend ist nun auch der Fettkérper ausge- 
bildet. Die ? haben eine relativ groBe Fettmenge und sind 
sehr aktiv, die 4 dagegen weisen einen kleinen Fettkorper auf 
und haben auch eine geringe katalytische Wirkung. 

Die Parallelitat zwischen dem Fettgewebe und dem Kata- 
lasegehalt bei den Insekten ist recht auffallig. Schon Lieber- 
mann macht 1904 auf die besondere katalytische Wirkung des 
Schweine- und Rinderfettes aufmerksam. Und auch Euler 
(1905) glaubt, daB den lipolytischen Extrakten vorziiglich die 
Eigenschaft zukommt, Wasserstoffsuperoxyd zu zersetzen. Er 
stellt die Organe zusammen, in denen die Katalase nachge- 
wiesen wurde und in besonders starker Konzentration vor- 
kommt, und zeigt, daB iiberall, wo Fett gebildet bzw. um- 
gesetzt wird, Katalase zu finden ist. Deshalb aber eine direkte 
Beziehung zwischen der Katalase und der lipolytischen Kraft 
der Extrakte anzunehmen, ist doch wohl zu weit gegangen. 
Da8 z. B. die Katalase an den Fettkiigelchen haftet, ist doch 
sehr begreiflich, da sie infolge ihrer Oberfliche ein gutes Ad- 
sorptionsmedium abgeben. Haften doch auch EiweiBstoffe an 
ihnen. Auch das Vorkommen von Lipasen in der Milch ist 
noch gar nicht so sicher bewiesen. Jedenfalls gehen dariiber 
die Meinungen der verschiedenen Autoren weit auseinander. 
Und was das fettspaltende Vermégen des Blutes anbetrifft, so 
ist es doch sehr gering. Und doch ist die Parallelitat zwischen 
dem Fettgewebe und dem Katalasegehalt bei den Insekten 
sehr auffallig. Als zufallig kann man hier diese Beziehungen 
kaum bezeichnen. Es ist aber dabei auch zu beriicksichtigen, 
daB z. B. waihrend des Puppenstadiums und wahrend der Ab- 
nahme des Fettkérpers durch die Geschlechtsreife noch ganz 
gewaltige chemische Vorginge vor sich gehen, die hierbei doch 
sicher auch in Betracht kommen. Auffajlig ist doch auch der 
Befund von Delano, der, wie schon erwahnt, an Rizinussamen 
nachweisen konnte, daB zeitlich mit dem Verschwinden des 
Fettes auch ein Sinken der Katalase parallel geht. Aber auch 
hier finden gerade wahrend dieser Periode noch ganz energische 
chemische Umsetzungen statt. Dazu kommt noch, daB be- 
sonders fettarme Organismen wie Asseln und Julus unilineatus 
im Gegensatz zu Lithobius sehr wenig aktiv sind. 
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Glykogen und Fett, beide hervorragende Speichersubstanzen 
im Organismus, reprasentieren einen gewissen Energievorrat, 
und beide lassen auch eine gewisse Beziehung zur Katalase 
erkennen. 

Loew vermutet, daB bei der Glykogen- und Fettumwand- 
lung eine groBe Menge Hyperoxyd sich bildet, die einen ent- 
sprechenden Katalasegehalt verursacht. Es ware dies ja eine 
recht plausible Erklarung; nur sind dies alles Vermutungen, 
ein experimenteller Nachweis ist ja dafiir nicht erbracht worden. 
Bevor man nicht erst die Stoffwechselvorgange im Organismus 
besser kennt, bevor man nicht genau weib, welche Stoffe, ob 
Kohlenhydrate, Fette oder EiweiBk6rper zu den verschiedenen 
Zeiten umgesetzt und gebildet werden, bevor man nicht auch 
das qualitative und quantitative Vorkommen der anderen En- 
zyme festgestellt hat, wird es kaum gelingen, einen vollkommenen 
AufschluB iiber die biologische Bedeutung der Katalase zu er- 
langen. Immerhin zeigen diese Untersuchungen eine Menge 
Anhaltspunkte, die fiir gesetzmaBige Beziehungen des Katalase- 
gehaltes und der Stoffwechselprozesse sprechen. 


III. Kapitel. 
Reaktionskinetische Untersuchungen. 


Wie schon erwahnt, wurden die Versuche zum grdBten 
Teile im Vakuum und unter stetigem Schiitteln ausgefiihrt. 
Die in den Tabellen I bis XXVII angegebenen Werte beziehen 
sich alle auf Schiittelversuche. Es wurden auch Versuche ohne 
Schiitteln mit ausgefiihrt. 

Der Grund fiir die so gewahlte Versuchsanordnung ergibt 
sich aus den neueren Untersuchungen von Steche und von 
Waentig: ,Uber die Kinetik der fermentativen Hydroperoxyd- 
zersetzung“. Nach den Arbeiten friiherer Autoren herrschte 
allgemein die Auffassung, dai die Wasserstoffsuperoxydzer- 
setzung durch organische Gewebe nach dem Schema einer Re- 
aktion I. Ordnung erfolge und sich eng an den von Bredig 
und seinen Schiilern studierten Reaktionsverlauf der Platin- 
katalyse anschlieBe. Demgegeniiber machten Steche und 
Waentig die Beobachtung, daB die nach der Reaktions- 
gleichung erster Ordnung berechneten Konstanten wahrend der 
Reaktion stindig fielen, und daB sie nicht, wie besonders 

6* 
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Senter unter ganz bestimmten Bedingungen an der Blutkata- 
lase fand, unter den gleichen Versuchsbedingungen wahrend 
aller Phasen gleichblieben. Die Ursachen fiir diese auffallenden 
Abweichungen konnten verschiedene sein. Eine Reinigung der 
Fermentlésungen, die Annahme einer Oxydation des Fermentes 
durch das Wasserstoffsuperoxyd ergaben keine Anhaltspunkte, 
die geeignet waren, einen solchen Gang vO6llig zu erklaren. 
EKinen Hinweis, in welcher Richtung die Erklarung fiir das 
Auftreten des absteigenden Ganges zu suchen war, gab erst 
der EinfluB geléster Gase. 

Eine Sonderstellung nimmt die Kohlensaure ein, da sie 
H-Ionen liefert, die bekanntlich schadigend wirken. Sattigung 
rief hier eine starke Aktivitétsabnahme und auch einen un- 
gewohnlich starken Gang hervor. Schon die im gewohnlichen 
destillierten Wasser enthaltene CO, macht sich schidigend be- 
merkbar; es wurde deshalb immer mit CO,-freiem Wasser ge- 
arbeitet. Die Wirkung anderer geléster Gase und die theoreti- 
schen Vorstellungen iiber die Vorginge bei der H,O,-Zersetzung 
fiihrten dann Steche und Waentig zu der Annahme, daB die 
H,0,-Katalyse durch die tierischen und pflanzlichen Extrakte 
als eine Adsorptionskatalyse aufzufassen sei, und daB die Ur- 
sache des absteigenden Ganges wahrend der Reaktion in der 
durch die Fermentteilchen bewirkten Adsorption des Sauer- 
stoffs gesucht werden miisse. In der kolloidalen Fermentlésung, 
die als sog. mikroheterogenes System zu denken ist, erfolgt 
die H,O,-Zersetzung an der Oberflache der betreffenden Ferment- 
teilchen. An den Stellen nun, an denen die Zersetzung vor 
sich geht, nimmt die Konzentration des H,O, standig ab; neues 
H,O, muB entsprechend dem Konzentrationsgefalle herandiffun- 
dieren. Der zweite, chemische Vorgang, die H,O,-Zersetzung 
selbst, geht mit unmeBbarer Geschwindigkeit vor sich. Wir 
messen also in den meisten Fallen, wie die Untersuchungen 
von Nernst und Brunner im makroheterogenen System er- 
gaben, nur die Diffusion; und die gemessene Geschwindigkeit 
ist bei hinreichender Durchschiittelung, wenn man auf die iiber- 
all gleichmaBige Konzentration der reagierenden Stoffe sieht, 
die einer Reaktion erster Ordnung. Im kolloidalen System 
erfolgt nun diese Durchriihrung infolge der Brownschen Mole- 
kularbewegung von selbst. Anders gestalten sich ‘aber nun die 
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Verhialtnisse, wenn die entstehenden Reaktionsprodukte auf den 
Reaktionsverlauf einwirken. In unserem Falle wird nun, wie 
Steche und Waentig zeigen, durch die Fermentteilchen Sauer- 
stoff adsorbiert. Entsprechend nun, wie sich der Sauerstoff 
darum anlagert, wird auch die Diffusion verzégert, die Zer- 
setzungsgeschwindigkeit nimmt ab, und die Folge davon ist 
der absteigende Gang der Konstanten. Dazu kommt noch, daB 
auch das Wasserstofisuperoxyd adsorbiert wird, so daB gewisser- 
maBen zwischen dem Sauerstoff und dem H,O, ein Wettkampf 
um die Fermentteilchen stattfindet. In diesem Falle kommt 
neben der spezifischen Adsorptionsfahigkeit auch noch die Kon- 
zentration der beteiligten Stoffe in Betracht. Je hdher also 
die Konzentration eines Stoffes ist, um so mehr verdrangt er 
seinen Konkurrenten. Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt also 
um so mebr ab, je mehr das H,O, infolge der Ubersattigung der 
Lésung durch den sich entwickelnden Sauerstoff verdrangt wird. 

Diese Adsorptionstheorie von Waentig und Steche ist 
vorziiglich geeignet, die kinetischen Eigentiimlichkeiten der 
fermentativen Hydroperoxydzersetzung zu erklaren. 

Man kann die Richtigkeit der Ansicht, daB bei diesen Pro- 
zessen Adsorptionsvorgange eine wichtige Rolle spielen, durch 
eine Versuchsanordnung erhiarten, bei der nach Méglichkeit die 
Adsorption ausgeschaltet ist. Dies geschieht durch das Schiitteln 
des Reaktionsgemisches im Vakuum. Der absteigende Gang 
wird dadurch fast durchweg verringert, sehr oft sogar aufgehoben 
und in vielen Fallen in einen aufsteigenden verwandelt. 

Wenn ich hier auf die theoretische Seite genauer einge- 
gangen bin, und wenn ich im folgenden eine gréBere Anzahl 
von Tabellen anfiihren werde, als urspriinglich beabsichtigt 
war, so geschieht dies deshalb, weil in jiingster Zeit eine Arbeit 
von Michaelis und Pechstein’) erschienen ist, in der die 
Bedeutung der Adsorption in Zweifel gezogen wird, da die Ver- 
fasser bei Leberextrakten keine Schiittelwirkung feststellen 
konnten. Gestiitzt auf viele Hunderte von Versuchen kann ich 
die Verbesserung, resp. Aufhebung des Ganges durch das 
Schiitteln im Vakuum nur bestatigen und der Auffassung der 
Reaktion als Adsorptionskatalyse nur zustimmen. Bei den zahl- 
reichen Versuchen vorliegender Arbeit hat sich die Schiittel- 


1) Michaelis und Pechstein, diese Zeitschr. 1914. 
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methode im Vakuum ausgezeichnet bewahrt. Es gelang mit 
ihrer Hilfe bedeutend bessere und mehr iibereinstimmende 
Werte zu erhalten, als bei den oft gleichzeitig unternommenen 
Versuchen, bei denen nicht geschiittelt wurde. 

Im folgenden méchte ich zunachst iiber das Verhalten der 
verschiedensten Extrakte bei Schiittelversuchen und solchen, 
wo nicht geschiittelt wurde, berichten, um dann allgemein den 
Reaktionsverlauf bei den verschiedenen Tiergruppen zu _ be- 
sprechen. Es wurden dabei die Versuche nach Moéglichkeit so 
gewablt, daB sie eine Erginzung zu den im physiologischen 
Teile angefiihrten Werten bilden. 

Was nun den Einflu8 des Schiittelns anbelangt, so sind 
besonders die Insekten dafiir charakteristisch, da sie trotz des 
Schiittels im groBen und ganzen zu absteigenden Gangen neigen. 
Es |a8t sich aber durchweg konstatieren, daB8 das Schiitteln im 
Vakuum von grofem Einflu8 auf den Reaktionsverlauf ist. In 
den Tabellen XXVIII bis XXX sind eine Menge charakteristi- 
scher Beispiele von den Lepidopteren, Coleopteren und anderer 
Insekten zusammengestellt. 


Tabelle XXIX (siehe Tabelle I). 


Einflu8 des Schiittelns auf den Reaktionsverlauf der Coleopteren-Katalase. 








13. VI. 1912. 14. VII. 1912. 4. VII. 1912. 


Calosoma sycophanta, Imag. Cantharis, Imag. Donacia. 

2 Tiere = 1,601 g; mit 15 Tiere = 0,607 g; mit 33 Tiere = 0,931 g; mit 
40,03 com H,O verd. (1:25).]| 15,18 com H,O verd. (1:25). } 28,28 com H,O verd. (1:25) 
Filtrat: Dunkel, tribe, Filtrat: Gelblich, triibe, Filtrat: Gelblich, triibe, 
neutral. neutral. neutral. 


1 com + 250 ®/499-H,O, 1 com + 250 "/499-H,O, 2 com -++- 250 "/4o9-H,0, 


_ (1: 6250). 


0 6a. (= 1: 8125). 





Geschiittelt 10* 15’. Geschiittelt 9" 37’. Geschiittelt 8° 12’. 
t KMnO, K Ber. 1:1000 t¢ KMnO, K Ber. 1:1000 t KMnO, K Ber. 1:1000 


, , ” , an 
V 13,25 379g oggog | 1 30” 13,00 9757 47933 | 130" 18,10 o543 7947 
y inane 3/30” 11,45 2757 3/30” 16,10 2548 
f , ” 72 ” 

a 35 4480 Y, 8:80 3317 10°30" 11,84 9176 
2” ~~ ~=—«-2°00 16°80” 4,30 | 1630” 7.90 


Desgl. nicht ‘geschiittelt 810’. Desgl. nicht geschiittelt 1111’. Desgl. nicht geschiittelt 10°59”. 
y 2849 soon acoee | 180) 13,65 cag aztas | LD, 1870 g007 8488 

675 36 6’ 30” 915 2797 73 ” ” 1849 

aoe 730” 10,30 18 

3348 , 30" 9,15 ogzg i 1616 

4.95 $848 10’ 30” 7,35 2379 10°30” 8.95 1616 
2,80 996 16’30” 5,80 16" 30" 7,65 
1,65 
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Die Lepidopterenkatalase, speziell die von Lymantria dispar, 
zeigt geschiittelt eine recht gute Konstanz, die Versuche ohne 
Schiitteln fallen dabei ziemlich schnell, aber doch regelmabig 
ab. Die Lymantria monacha steigt geschiittelt langsam auf; 
die Versuche, bei denen nicht geschiittelt wurde, sinken dem- 
entsprechend langsamer als bei Lymantria dispar ab. So zeigen 
beide Versuche einen Gang, der aber bei dem ungeschiittelten 
bedeutend starker ist als bei geschiittelten. Besonders auffallig 
ist der plétzliche Abfall der Werte von Bombyx mori, einem 
Versuch ohne Schiitteln. Ganz ahnliche Verhaltnisse zeigen die 
Coleopteren und die iibrigen Insekten. Immer wieder lassen 
die Schiittelversuche entweder eine gute Konstanz (Bombus 
lapidarius, Musca bimaculata, Agrion puella) oder ein nur ge- 
ringes Aufsteigen (Calosoma sycophanta, Cantharis) oder auch 
einen abfallenden Gang erkennen (Donacia, Panorpa, Decticus), 
der aber im Vergleich zu den Versuchen ohne Schiitteln sich 
in viel engeren Grenzen bewegt. 

Auffallig ist besonders noch, daB die Versuche ohne 
Schiitteln zu einem groBen Teile hohere Anfangskonstanten 
zeigen als die geschiittelten. In Tabelle XXXI finden wir 
Beispiele in dieser Hinsicht zusammengestellt. Gewdhnlich 
sinken dann aber gerade diese Versuche auch sehr rasch ab, 
wihrend die Versuche ohne Schiitteln, die mit niedrigeren 
Anfangswerten als die geschiittelten beginnen (Tabelle XXXII), 
keine so steil abfallenden Ginge aufweisen. 

Eine Beziehung zur absoluten Hohe der jeweiligen Akti- 
vitaét bei den verschiedenen Tiergruppen laBt sich nicht er- 
kennen. Es lag ja die Vermutung nahe, daB besonders schwache 
Fermente, deren Adsorptionsfahigkeit also gering ist, einen auf- 
steigenden, solche von groBer katalytischer Energie die Ten- 
denz zu fallenden Gangen ergeben méchten. Bei den Extrakten 
der verschiedensten Herkunft laé8t sich aber ein derartiges Ver- 
halten nicht bemerken. Wohl zeigen einige sehr schwache 
Enzyme, wie die von Agrion puella, Sarcophaga, Cetonia- 
Lymphe usw., auf Grund des Schiittelns aufsteigende Kon- 
stanten, aber andererseits existieren auch sehr wenig aktive 
Extrakte (Leucoma-Puppen), die wahrend der Reaktion fal- 
lende K-Werte ergeben. Das gleiche Verhalten finden wir 
auch bei den Fermenten mit hoher Aktivitat. Auch hier gibt 
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es deren, die trotz ihrer groBen katalytischen Energie (Ly- 
mautria monacha-Puppen usw.) aufsteigende Ginge erkennen 
lassen. 

Tabelle XXXII. 


Tabellen mit niederem Anfangswert der ungeschiittelten Versuche. 








23. VII. 1912. 27. VII. 1912. 14. VI. 1912. 


Leucoma salicis, Puppen. Decticus verrucivorus 19. | Liogryllus campestris, Imag 
eel cs 192,812 g; mit 70,30 ccm 1 Tier = 1,065 g; mit 
1485 saa eck 11 795),) _HsO verdiinnt (1:25). 58,50 ccm HO verd. (1: 50). 
; ov AW Filtrat: Gelblich, triibe, Filtrat: Opalisierend tribe, 
Filtrat: Gelb, triibe, neutral. neutral. neutral. 
1 ecm + 250 "/,..-H,0. 1 com + 250 ®/ 4o9-H,O, 1 com +- 250 9/4o9-H,O, 
4 _©l: 6250). aha Pe (= 1 : 6250). (= ¥: 1250). 
Geschiittelt 112 55’. Geschiittelt 10° 10’. Geschiittelt 4" 51’ 
t KMnO, K Ber.1:1000 t KMnO, K Ber. 1:1000 t KMn0O, K Ber. 1:1000 
, ” t , ” 2 ’ wo4¢ 
10, 180 1671 10444 | 180) 12,78 gsog ozag7 | 180, 1257 ono 30188 
3’ 30” 12,50 des 3’ 30” 10,40 $80” 11,25 ; 
, ” 166 ‘ , ” " 4351 , ” = 2433 
6’30” 11,14 jexg 6’ 30” 7,70 j5¢9 8°30” 8,70 5179 
10’ 30” y 10°30” 5,20 giro 14’ 30” 6,30 5979 
Crm” «> ieee 21’30” 420“ 
Desgl. nicht geschiittelt 12" 23’. | Desgl. nicht geschiittelt 10" 50’. | Desgl. nicht geschiitteit 4° 37’ 
1’ 30” 14,20 1’30” 11,74 pane 1’ 30” 13,00 99 2a: 
330” 13,35 1341 8381 3°30” 9.60 4370 27125 3’ 30” 11.98 1829 22863 
4367 weer gon it 
ran 4281 > onan yale 
10°30” 4,80 3777 14’ 30” 8,00 1429 
16’ 30” 2,85 ; 21°80” 6380 “"~ 


630” 12,25 1245 6°30” 7,10 


1112 


10’ 30” 11,06 802 


18’30” 9,90 








DaB eine Beziehung zwischen der absoluten Hohe der 
Aktivitét und der Art der Gange nicht zu bestehen braucht, 
lehrt schon eine einfache Uberlegung. Die katalytische Wir- 
kung ist ja bedingt durch die Zahl und die Adsorptionskraft 
der Fermentteilchen. Eine H,O,-Zersetzung von bestimmter 
Stirke kann nun bedingt sein durch viele Teilchen mit ge- 
ringer Adsorption oder durch eine kleinere Zahl Ferment- 
teilchen mit groBer Adsorptionskraft. Im ersteren Falle hatten 
wir dann gute Konstanten oder aufsteigende Werte zu er- 
warten, wahrend im letzteren Falle ein fallender Gang auf- 
treten miiBte. 

Auch die Katalase aus anderen Tiergruppen laBt eine Ein- 
wirkung des Schiitteln erkennen. Die Schnecken-Katalase (Ta- 
belle XX XIII) z. B. gibt geschiittelt recht gute und aufsteigende 
Werte, wahrend die Versuche ohne Schiitteln wieder durch ab- 
fallende Ginge charakterisiert sind. Gerade letztere zeichnen 
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sich oft noch durch groBe UnregelmaBigkeiten aus. Ganz ahn- 
liche Verhaltnisse finden wir auch bei den Echinodermen, Ac- 
tinien, Planarien, Muscheln (Tabelle XXXIV). Immer wieder 
1iBt sich hier eine Verbesserung der Gange durch das Schiitteln 
beobachten. Alle diese Versuche weisen erneut darauf hin, 
daB zu einer Bewertung méglichst nur die Schiittelversuche 
heranzuziehen sind. 

Was nun die Fermente der verschiedensten Herkunft be- 
trifft, so zeigen sie ein recht wechselndes Verhalten. Die Ac- 
tinien (Tabelle XXXV) sind im groBen und ganzen durch eine 
sehr gute Konstanz charakterisiert. Vier Fiinftel aller Versuche 
geben auffallig gleiche K-Werte. Unter den Echinodermen 
(Tabelle XXXVI) hat besonders Asterias die Tendenz zu auf- 
steigenden Gangen. Aber auch Strongylocentrotus und Cucu- 
maria neigen dazu. Nur Extrakte mit hoher Konzentration 
wie der Strongylocentrotus-Darm von 22. V. 13 weisen hier 
einen gréBeren Abfall auf. 


Tabelle XXXIV. 


EinfluB des Schiittelns auf den Reaktionsverlauf der Actinien-, Echinodermen-, 
Muschel-Katalase. 








14. II. 14. 14. IL. 14. 17. II. 14. 

Actinia equina. Asterias rubens. Darm. Anodonta. Ganzes Tier. 
Gew. 5,9294 g; mit 59,29 ccm | Gew. 1,742 g; mit 34,85ccm H,0O | Gew. 6,7449 g; mit 67,45 com 
H,O verd. (1:10). verd. (1:20). Diese 1:10 verd. H,O verdiinnt (1:10). 
Filtrat: Opalisierend tribe, | Filtrat: Rétlich-braun, triibe, Filtrat: Gelblich, triibe, 
neutral. neutral. neutral. 

2 ccm 7s ae oo" -H,0, 2 com + 250/459-H,9, 1 com + 250 "/499-H,O, 

_ 50). (= 1:50000). (= 1: 2500). 


Gesohiittelt 11 47’. Geschiittelt 115 29’. Geschiittelt 3° 55’. 
¢ KMnO, K_ Ber.1:1000] ¢ KMnO, K_ Ber.1:1000] ¢ KMnO, K _ Ber. 1:1000 


, , € 
V 1435 1398 tes | 1415 1704 86200 | 1 1228 i953 458s 


3 13,50 9133 3” 13,07 1979 : 1911 
7 11,35 3133 7” 11,00 3872 e 9,85 191! 
9.06 lV’ 8.60 1” 790 S399 


16’ 650 2084 165,85 3327 15 6,00 


Desgl. nicht geschiittelt 11" 44’. | Desgl. nicht geschiittelt 10819" Desgl. nicht geschiittelt > 13", 
, , 

V 15,00 ogg agsa. | 1480 1997 ggg50 | 2, 114° oo56 =~ 5640 

8 14,27 8 1805 5. 3 10,20 

‘ 1180 } 1709 : oy «2165 

VY 1280 ~, Y tO. =. Y 885 <. 

, 791 1796 - 1943 

11’ 11,90 793 11’ 9,45 1501 10° 7,40 1889 

16 1095 = 7 79 * 16’ 5,70 : 











R. Zieger: 


Die niederen Wiirmer (Tabelle XXXVII) dagegen kenn- 
zeichnen sich recht oft durch fallende K-Werte. Seltener schon 
konnte hier einmal Konstanz beobachtet werden. Aufsteigende 


Gange traten fast nie auf. 


Demgegeniiber stehen die hOheren Wiirmer(Tabelle XX XVIII). 
Besonders die Versuche von Lumbricus und Spirographis zeigen 
auffallige GleichmaBigkeit der K-Werte. 


Tabelle XXXV. 
Schiittelversuche von Coelenteraten. 





28: XE. 12. 
Actinia equina. 
Gew. 5,226 g; mit 52,26 com H,O 
verdiinnt (1:10). 
Filtrat: Opalisierend triibe, neutral. 
6 com + 250 8/499-H,O, (= 6: 2500). 


Geschiittelt 9" 15’. 


¢ KMnO, K_ Ber.1:1000 
130” 13,81 

whe as | 
10730” 10,75  to08 

1530” 9,26 


Parallelversuch dazu. 


Desgl. geschiittelt 9% 45’. 
¢ KMnO, K __ Ber.1:1000 
30" 13,80 1546 = 702 
6°30" 11,55 1457 
1030” 10,10 1442 
15/30” 855 





9. VI. 1913. 
Actinolobia dianthus. 
Gew. 5,353 g; mit 53,53 com H,O 
verdiinnt (1:10). 
Filtrat: WeiBlich, tribe, schwach 
sauer. 
4 com ++ 250 "/499-H,O, (= 4:2500). 


7. VI. 1913. 
Hydra viridis. 
Gew. 0,0623 g; mit 1,246 cem H,O 
verdiinnt (1:20). 


Filtrat: Gelblich, triibe, 
neutral. 


1 com + 250"/459-H,0, (= 1:5000). 





Geschiittelt 5® 17’. 
t KMnO, XK Ber. 1:1000 
Vv 18,55 91921814 
3 12,30 

" 2018 
6 10,70 
2 2284 
10 8,67 9900 
14 7,08 





Geschiittelt 2% 39. 


KMnOQ, K Ber. 1: 1000 


17,15 
16,00 603 3155 


15,190 829 
14,20 


Unter den hdheren Krebsen (Tabelle XX XIX) ist besonders 
Astacus ein recht schlechtes Ferment, das sehr groBe Unregel- 
maBigkeiten aufweist, wahrend Pagurus wieder annehmbare 


Werte liefert. 





Tabelle XXXVI. 
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98 R. Zieger: 









Die niederen Krebse (Tabelle XL) schlieBen sich in ihrem 
Verhalten mehr dem der Insekten an. Sie neigen trotz des 
Schittelns zu absteigenden Gangen. Recht selten wurde einmal 
Konstanz oder ein aufsteigender Gang bemerkt. 













Tabelle XXXIX. 


Schiittelversuch von Decapoden. 








23. I. 1913. 


23. I. 19138. 21. XII. 1912. 










Pagurus Prideauxii. Leber. | Pagurus Prideauxii. Darm. Potamobius ast. Darm. 
Gew. 1,0372 g; mit 25,93 com | Gew. 0,755 g; mit 18,875 com | Gew. 1,117 g; mit 27,93 ccm 
H,O verdiinnt (1:25). H,O verdiinnt (1:25). H,O verdiinnt (1:25) 
Filtrat: WeiBlich, triibe, Filtrat : Gelblich, triibe, neutral. Filtrat: WeiBlich, triibe, 

schwach sauer. 5 com + 250 ®/4o-H,O, neutral. 
2 com + 250 9/4 >-H,O. = 1:1250). 2 com -++- 250 "/4o-H,0, 
(= 1:3125). (= 1:3125). 








Geschiittelt 2° 06’. Geschiittelt 15 46’, Geschiittelt 10° 01’. 
t KMnO, K Ber.1:1000 t KMnO, K Ber.1:1000 t KMnO, K Ber.1:1000 











1’30” 14,35 . * 1’30” 14,00 , oie 1’30” 15,10 . ies 
630" 13.84 a 971 3'30” 13,85 es 293 6/30” 14:75 oa 638 
10'30” 13,50 Sot 6'30” 13,58 3? 10°30” 14,45 533 
15/30” 13,05 10’30” 13,25 16°30" 1410 7 












15’30” 12,80 300 











Die Myriapoden und Spinnen (Tabelle XLI) dagegen lassen 
fast immer aufsteigende Werte erkennen. Ca. °/,, aller Ver- 
suche neigen dazu. 

Auch die Muscheln und Schnecken (Tabelle XLII) zeigen 
recht oft diese Tendenz. Zum groBen Teil geben sie aber 
auch recht gute Konstanz der Werte. Fallende Ginge waren 
hier auBerst selten. 

Was die Haltbarkeit der Extrakte anbelangt, so ist zu 
bemerken, daB sich die Filtrate unter Anwendung von Chloro- 
form als Antisepticum und Aufbewahren im Eisschrank in ge- 
schlossenen GefaBen lingere Zeit ganz gut hielten. Gewdhnlich 
war mit dem Altern der Extrakte eine Aktivitétsabnahme ver- 
bunden. Die Fermente stellten sich bei spiteren Parallel- 
versuchen durchschnittlich auf einen niedrigeren Wert ein, 
zeigten aber dann meist eine gute Konstanz der Gange. Doch 
wurden auch solche Extrakte beobachtet, die ihre urspriingliche 
Aktivitat beibehielten. Um vergleichbare Resultate zu erhalten, 
ist es daher notig, die Filtrate méglichst sofort zu untersuchen. 
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Im getrockneten Zustand ist die katalytische Kraft sehr 
lange haltbar und sehr widerstandsfahig. Wiahrend die Katalase 
in wiasseriger Lésung bei einer Temperatur um 70° C zerstért 
wird, kann nach Vandevelde und Leboucgq (1903) die Blut- 
katalase im trocknen Zustand bedeutend héheren Temperaturen 
ausgesetzt werden, ohne vollig zugrunde zu gehen. Auch ge- 
trocknete ganze Organismen scheinen die Fiahigkeit, Wasser- 
stoffsuperoxyd zu zersetzen, beizubehalten. 


Tabelle XL. 


Schiittelversuche der niederen Krebse. 





9. I. 1913. 21. I. 1913. 
Oniscus murarius. Asselus aquaticus. 


25 Tiere = 1,23 g; mit 30,75 ccm | 62 Tiere = 1,133 g; mit 28,3 com 
H,O verdiinnt (1:25). H,O verdiinnt (1:25). 
Filtrat: WeiBlich, triibe, neutral. Filtrat: Braun, triibe, neutral. 
5 com + 250 "/499-H,O, (= 1:1250). | 5 com + 250 ®/,,-H,O, (= 1:1250). 


Geschiittelt 2" 12’. Geschiittelt 125 46’. 

KMnO, K_ Ber. 1:1000 t KMnO, K_ Ber.1:1000 
1658 . : 1’30” 18.35 
16,00 308 885 6/30” 12.94 
15,35 581 10°30” 12,75 
14,55 526 14’30” 12,60 

13,60 ‘ 

19. XII. 1912. 9. VII. 1913. 
Daphnia. Daphnia. 

In der Sonne getrocknet 0,62 g; | Gew. 4,1968 g; mit 41,96ccem H,O 

mit 31 ccm H,O verdiinnt (1:50). verdiinnt. Trockengew. 4,32°/). 
Filtrat: Rotbraun, triibe. Filtrat: Rotbraun, triibe, neutral. 
2 com + 250 ®/4o9-H,O, (= 1:6250). | 2 com + 250 "/4o9-H,O, (= 1:1250). 


203 254 
158 
126 








Geschiittelt 4° 33’. Geschiittelt 9° 13’. 
t KMnO, K_ Ber. 1:1000 t KMn0O, K Ber. 1:1000 


” I’ 13,64 : 
a Ss | 
10°30” — 3,25 ¢ 12 ion 
Getrocknete Exemplare: 42762. - oa 1836 

Auf Trockengew. ber. = 45 284. 


1'30” 13,30 





Im Gegensatz zu Kobert, der bei eingetrockneten Tieren 
keine Katalase mehr nachweisen konnte, machte Ostwald die 
Beobachtung, daB sich in getrockneten Porthesia-Raiupchen die 
Katalysierfahigkeit erhielt. Ebenso bestatigt dies Choay fiir 
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getrocknete Pflanzen. Auch ich konnte mehrfach, besonders an 
Schnecken (Tabelle XLVII) feststellen, daB unter geeigneten 
VorsichtsmaBregeln die Katalase in den getrockneten Exem- 
plaren nicht zugrunde geht. Es wurden z. B. mehrere Schnecken 
zerkleinert; der eine Teil davon wurde sofort untersucht, der 
andere zur Trockengewichtsbestimmung im Exsiccator iiber 
Chlorcalcium und im Eisschrank aufbewahrt. Nach ca. '/, Jahre 
wurde dieser getrocknete Riickstand, der solange im Eisschrank 
gestanden hatte, abgewogen, fein zerpulvert und 2 Tage ex- 
trahiert. Die auf das Trockengewicht berechneten und die 
durch Untersuchung getrockneter Tiere erhaltenen Konstanten 
zeigten eine auffallig gute Ubereinstimmung (Tabelle XLIII). 
Auch Daphniden (Tabelle XL), die einmal in der Sonne ge- 
trocknet, bei einem andern Versuch sofort untersucht und auf 
das Trockengewicht berechnet worden waren, lieBen diese be- 
merkenswerte Gleichheit erkennen. Selbstverstandlich miissen 
hierbei die nétigen VorsichtsmaBregeln angewandt werden; vor 
allen Dingen sind zu hohe Temperaturen zu _ vermeiden, 
und auBerdem miissen die Tiere méglichst schnell getrocknet 
werden, damit nicht Bakterien und Fiulnis die Katalase zer- 
storen. 

Eine Erscheinung, auf die schon anfangs aufmerksam ge- 
macht wurde, muB besonders noch hervorgehoben werden. Es 
gelingt nicht, durch Extraktion mit Wasser alle Katalase aus 
den Geweben zu entfernen. Davon kann man sich leicht iiber- 
zeugen, wenn man nach dem Abfiltrieren den Riickstand wieder 
mit Wasser ansetzt. Man wird dann noch stets eine wirksame 
Lésung, wenn auch von geringerer Aktivitat erhalten. Das Auf- 
fallige ist nun, daB bei Herstellung mehrerer Extrakte, bei 
denen die Verdiinnung gleich gewahlt wird, die erzielte Akti- 
vitét der Extrakte die gleiche ist. Die Ubereinstimmung ist 
im allgemeinen sehr gut. Besonders merkwiirdig sind nun auch 
die oben skizzierten Faille, wo die getrockneten und lange auf- 
bewahrten Extrakte spater die gleiche Wirksamkeit zeigen. 
Die Bedeutung der Unvollstandigkeit der Extraktion ist natiir- 
lich sehr groB. Sie besagt, da8 wir in keinem Falle die ab- 
solute Héhe der Katalase bestimmen, sondern nur die ihres 
gelésten Anteils, dessen GréBe von den Versuchsbedingungen 
abhangig ist. 
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Katalase der niederen Tiere. 


Tabelle XLIII. 


Haltbarkeit der Katalase in getrockneten Organismen. 








Helix pomatia, 
ganzes Tier, zerrieben; davon: 


a) Zur sofortigen Untersuchung 
8,229 g; mit 82,29 com H,O 
verdiinnt (1: 10). 

Filtrat: Gelblich, triibe, neutral. 
1 com +- 250 "/499-H,O, (= 1: 2500). 


Helix pomatia, 
ganzes Tier, zerrieben; davon: 
a) Zur sofortigen Untersuchung 
8,1019 g; mit 81,02 com H,O 
verdiinnt (1: 10). 
Filtrat: Gelblich, triibe, neutral. 
1 com + 250 "/,99-H,O, (1: 2500). 





Auf 
t KMnO, K Ber. 1000 Trocken 


gewicht 

12,90 
11,30 
9,20 
7,30 
5,85 


2876 52220 
2976 
3349 
3330 


7260 


b) Zum Trocknen angesetzt: 9,873 g, 
nach 1/, Jahr im Exsiccator: 1,3686 g. 
Diese mit 27,372 cem H,O verd. 
(1:20); weiter 1:10 verd. 
Filtrat: Braunlich, triibe, neutral. 
2 com + 250 ®/4o9-H,0, (= 1:25 000). 


12’ 


Auf 
t KMnO, K Ber.1:1000 Trocken- 

gewicht 
1’ 12,75 
3’ 10,80 
6 8,30 
Y 6,27 
4,55 


3261 
3845 
4063 
4642 


8153 33539 


b) Zum Trocknen angesetzt: 9,0614¢, 
nach ?/, Jahrim Exsiccator: 2,1959 g. 
Diese mit 21,9 com H,O verd. 
(1:20); weiter 1:10 verd. 
Filtrat: Braunlich, tribe, neutral. 
2 com + 250 "/ 49-H,O, (= 1:25 000). 





KMnO, K_ Ber. 1: 1000 
13,05 


KMnO, K_ Ber. 1: 1000 
14,05 


11,85 
10,30 
9,10 
7,95 


2095 52375 
2217 
2345 
2939 


13,33 
12,25 
11,55 





10,85 


1264 
1245 
1278 
1358 


31600 


Von groBem Interesse ist auch eine weitere Beobachtung. 
Es ergab sich, daB die Extrakte selbst, ohne daS irgendetwas 
dazu filtriert worden war, bei langerem Stehen eine Aktivitats- 
zunahme erkennen lieBen. Schon nach 3 bis 4 Stunden war 
eine derartige Zunahme, die oft das Doppelte des urspriing- 
lichen Wertes erreichte, nachzuweisen. Neben den Schnecken 
(Tabelle XLIV) kommen in dieser Hinsicht auch Spirographis 
Spallanzanii (Tabelle XLV) und die Vanessa-Arten in Betracht. 
Bemerkenswert ist, daB nicht alle Extrakte der betreffenden 
Tierart diese Zunahme zeigen. Sie stellt sich vielmehr nur 
manchmal ein, macht sich aber dann bei sémtlichen Organen 
bemerkbar. Z. B. zeigten bei Spirographis (Tabelle XLV) samt- 
liche Extrakte der am 23. VII. 1913 untersuchten Exemplare 
deutliche Aktivierung, wahrend die am 13.1]. 1913 verarbeiteten 
fast konstant blieben. 
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Tabelle XLV. 


105 


Aktivitatszunahme bei langerem Stehen der Spirographis-Katalase. 








13. I. 1913. 
Spirographis Spall. 
Ganzes Tier. 

Gew. 2,842 g; mit 28,42 com 
H,O verdiinnt (1:10). 
Filtrat: Gelbgriin, neutral. 
1 com + 250 "/4o9-H,O0, 
(= 1: 2500). 


13. I. 1913. 
Spirographis Spall. 
Kiemen. 
Gew. 0,777 g; mit 19,43 com 
H,0 verdiinnt (1: 25). 
Filtrat: Klar, griin, neutral. 
2 com +- 250 "/499-H,0, 
(= 1:3125). 





Geschiittelt 115 43’. 
t KMn0, K Ber. 1:1000 
1'30” 14,15 
, ” 2155 
6°30” 11,15 
, ” 2185 
11°30" 8,67 9735 
14°30” 7,30 


Desgl. geschiittelt 2° 34’. 
t KMn0O, K Ber. 1:1000 

1" 30" 15,00 9369 5993 

830” 138,45 9967 

6’ 30” 11,55 1848 

10’ 30” 2166 

15’ 30” 


Geschiittel 12" 03’. 
t KMn0O, K Ber. 1:1000 


130” 14,65 
ar on 1298 4056 
3’ 30” 13,80 1351 


U ” 
9’ 30” 11,45 1391 


12’30” 10,40 1 


13. I. 1913. 


Spirographis Spall. 
Darm. 


Gew. 0,499 g; mit 12,48 com 


H,O verdiinnt (1 : 25). 


Filtrat: Gelbgriin, neutral. 
2 com + 250 ®/499-H,0, 
(= 1:3125). 


Geschiittelt 11547’. 
KMnO, K Ber. 1:1000 
14763 


t 
1’ 30” 
3 30” 
6’ 3 yf" 
2 30” 





Desgl. geschiittelt 2% 40’. 

t KMnO, K Ber. 1:1000 
, ” iyi 
Moen tage, 1294 4044 
6°30” 12,60 1369 
12730” 10,30 149 


1 


1 


Desgl. geschiittelt 2" 44’. 


KMn0, K Ber. 1:1000 


_ 5257 16428 
25 4993 


7,35 
3/85 4681 


t 
1’ 30” 
4’ 30" 
6’ 30” 
2" 30” 





23. VII. 1913. 
Spirographis Spall. 
Hautschlauch. 

Gew. 2,1301 g; mit 21,3 com 
H,O verdiinnt (1:10). 
Filtrat: Griinlich, klar, neutral. 

1 com + 250 ®/49) HO, 
(= 1:2500). 


23. VII. 1913. 


Spirographis Spall. 
Kiemen. 

Gew. 0,6886 g; mit 17,22 com 

H,O verdiinnt (1:25). 

Filtrat: Griinlich, klar, neutral. 

2 com +- 250 "/,99-H,0, 

(= 1:3125). 


23. VII. 1913. 
Spirographis Spall. 


Darm. 


Gew. 0,2995 g; mit 14,975 com 


H,O verdiinnt (1:50). 


Filtrat: Griinlich, f. klar, neutr. 


1 com ++- 250 ®/4o9-HyOe 
(= 1:12500). 








Geschiittelt 10° 34’. 
KMnO, K_ Ber. 1: 1000 
9,70 iggo 4705 


7,81 1899 


6,85 
6.05 1798 


Geschiittelt 11°31’. 
KMnO, K Ber. 1: 1000 


t 
1’ 
3’ 
6’ 
9 
12’ 


11,80 
11,21 
10,24 
9,08 
8,03 


1114 =. 3481 
1310 
1740 


1779 


Geschiittelt 10® 54’. 
t KMnO, K Ber. 1:1000 


10,25 
25 y0g8 13600 
8,82 1144 


8,15 ‘ 
775 1093 








Desgl. geschiittelt 2" 30’. 
t KMnO, K Ber. 1:1000 


VY 12,55 


12° 


Desgl. geschiittelt 3" 06’. 
¢ KMnO, K Ber. 1:1000 


, ‘ 
I” 12,90 o444 7688 
5 1030 2! 
0 9335 
9,25 
. oa 
12’ : 2742 








6,81 


Desgl. geschiittelt 2°58’. 
t KMnO, K Ber. 1:1000 
V 13,30 1964 24550 
Y 12,15 5& 
, 2293 
6 10,37 o108 
12” 17,75 
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Eine andere Erscheinung ware hier auch noch zu erwahnen. 
Wie schon gesagt, ist mit dem Altern sehr oft eine Aktivitats- 
abnahme verbunden, wobei dann die Fermente aber allmahlich 
konstant werden. Eine Reihe von Filtraten nahmen nun bei 
gar nicht zu langem Stehen ganz bedeutend an Aktivitat ab, 
so daB sie sehr rasch fast inaktiv wurden. Die Giange dieser 
Fermente zeigen dazu meist noch einen sehr steilen und un- 
regelmaBigen Abfall. Besonders die Filtrate von Potamobius 
und Pieris brassicae (Tabelle XLVI) verhielten sich in dieser 
Hinsicht sehr auffallig. 


Poet ee 


Tabelle XLVI. 


Steil abfallende Ginge von Pieris brassicae-Puppen. 





12. XII. 12. 
6 Pupp. = 1,716 g; mit Das gleiche Filtrat. Das gleiche Filtrat. 
42,9 ccm H,O verd. (1:25). 
Filtrat: Gelb-briunlich, neutr. 
1 com -+ 250°/ 499-H,0,(1 :6250). Bein Dae TR NR A 
Sofort untersucht 105 09’. Desgl. untersucht 4°30’. | Desgl. untersucht am 13. XII. 947’ 
: - Ber. Ber. Ber 
t KMn0O, K t KMnO, K 1:1000 t KMnO, K 1: 1000 


1:1000 
1°30” 14,16 - 1’30” 13,53 s an 130” ~=15,00 Ke 


730” 9,35 eed 6’ 30” 10.45 = 8°30” 12°05 1748 
11'30” 7,86 10’30" 9,40 eS ee 


1430” 695 1880 14°30” 875 778 14°30" 9.10 


Ne ARN i 5 ae ah ae eae ath baat eee mee 








Eine dritte Schwierigkeit in der Bewertung der Anfangs- 
werte bestand darin, daB einerseits die Gange mit niedrigen 
Konstanten begannen und dann eine aufsteigende Tendenz er- 
kennen lieBen und anderseits bei den Parallelversuchen 6fters 
mit hohen K-Werten einsetzten und dann im Laufe der Re- 
aktion abfielen. Besonders bei den Schnecken wurden der- 
artige Beobachtungen hin und wieder gemacht, In Tabelle XLVII 
sind mehrere Beispiele dafiir angegeben. Trotz der verschie- 
denen Anfangswerte pendeln doch die Ginge um einen Durch- 
schnittswert herum. Eine Reihe von Parallelversuchen fiihrt 
also auch hier zu einem annehmbaren Mittelwert. 

Derartige UnregelmaBigkeiten sind bei den Fermentunter- 
suchungen immer anzutreffen. Sie sind auch zu _ verstehen 
und zu erwarten aus dem, was wir iiber Kolloide wissen. So- 
wohl die Aktivierungen bei der Schnecken- und Spirographis- 
Katalase als auch die Aktivitatsabnahmen sind von folgendem 
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108 R. Zieger: 


Gesichtspunkte erklarbar. Bei langerem Stehen mu8 man er- 
warten, daB sich die physikalischen Zustainde der kolloidalen 
Systeme andern und daB damit Adsorptionsanderungen parallel 
gehen, die wieder auf die Aktivitat der Katalase von groBem 
EinfluB sind. Etwas anders liegen die Verhiltnisse bei den 
unregelmaBigen und sehr schnell und steil abfallenden Katalase- 
praparaten, z. B. von Pieris brassicae, Potamobius astacus und 
den Pilzen. Hier mu man annehmen, daB neben physikali- 
schen Faktoren auch chemische mit im Spiele sind. Es han- 
delt sich in diesem Falle wahrscheinlich um Gifte fiir die 
Katalase, die im Organismus von der Katalase irgendwie ge- 
trennt sind, beim Verreiben aber mit diesem Fermente zu- 
sammenkommen. 

Auch das Auftreten der Ginge bei der Berechnung der 
K-Werte nach der Reaktionsgleichung erster Ordnung ist ver- 
stiindlich. In Wirklichkeit verliuft die fermentative Hydroper- 
oxydzersetzung gar nicht nach der Reaktion erster Ordnung. 
Wir benutzen nur fiir die Berechnung diese Formel, um die 
Ergebnisse iibersichtlich darstellen zu kénnen, da die fermen- 
tative H,O,-Zersetzung annihernd danach verlauft. Im Grunde 
genommen miiBte man die graphische Darstellung wahlen. 
Doch ist es unméglich, derartige Versuchsserien, wie sie hier 
gewonnen werden, auf diese Weise iibersichtlich darzustellen. 

Fiir eine vergleichende Wertung sind die obengenannten 
Einfliisse sehr stérend. Man kann sich aber durch eine gréBere 
Serie von Parallelversuchen gegen die sich daraus ergebenden 
Fehler schiitzen. Es war direkt iiberraschend, wie gut iiber- 
einstimmende Durschschnittswerte man selbst bei den schwierig- 
sten Objekten mit der nétigen Ausdauer erhielt. 


Zusammenfassung. 


Auf Grund einer neuen verbesserten Methodik und auf 
Grund von wichtigen Befunden an den Insekten von Steche 
und Waentig stellte sich die Notwendigkeit heraus, die Ver- 
teilung der Katalase in den Organismen und .ihren Organen 
festzustellen und zu versuchen, ob sich aus dieser Verteilung 
der Katalase auch Schliisse auf ihre physiologische Funktion 
ziehen lieBen. 
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Als Versuchsmaterial wurden die niederen Tiere gewahlt, 
da sie bis jetzt verhaltnismaBig wenig auf die Katalase hin 
untersucht worden waren. Mit Ausnahme der Protozoen wur- 
den aus fast allen Tiergruppen Organismen gepriift. 

Es ergab sich dabei, daB eindeutige Beziehungen zur 
Lebensweise der Organismen, speziell zur Intensitét der Oxy- 
dationsprozesse, sich nicht aufstellen lieben. Weder Atmung 
(speziell Luft- oder Wasseratmung) noch Ernahrung, noch Be- 
wegung lieBen in durchsichtiger Weise einen Einflu8 auf den 
Katalasegehalt erkennen. 

DaB Katalasegehalt und Stoffwechsel in gesetzmaBigem 
Zusammenhang stehen, geht aus folgendem hervor: 

1. Diejenigen Organe, die besonders chemisch tatig sind, 
wie die Leber und die Niere, zeichnen sich durch einen hervor- 
ragenden Gehalt an Katalase aus. Dieses Verhalten trifft so- 
wohl fiir die wirbellosen als auch fiir die Wirbeltiere zu. 

Der Darm zeigt ein wechselndes Verhalten, das davon 
abhangig zu sein scheint, inwieweit er die Funktion der Leber 
(Mitteldarmdriise) mit tibernehmen muB. 

Der Hautmuskelschlauch ist meist wenig aktiv. Das Fett- 
gewebe ist sehr reich an Katalase, speziell bei Insekten, wo 
es im Stoffwechsel sicher eine wichtige Rolle spielt. 

Bei der Lymphe ergibt sich eine ausgesprochene Paral- 
lelitat zwischen Katalasegehalt und Reichtum an Hamoglobin 
einerseits, an geformten Bestandteilen andererseits. 

2. Es gelang nachzuweisen, daB im Winter, im Zustande 
geringer Lebenstitigkeit, der Katalasegehalt des Darmes der 
Echinodermen, von Lumbricus, der Schnecken bedeutend ge- 
ringer ist als im Sommer. Auffallig trat bei den Schnecken 
und dem Igel die zeitliche Parallelitét zwischen dem Katalase- 
und Glykogengehalt in der Leber hervor (gegensatzliches Ver- 
halten wahrend des Winterschlafes). 

3. Unreife Eier sind sehr aktiv, die reifen Eier haben nur 
geringe katalytische Kraft. Dotterarme, also friihschliipfende 
Eier lassen wahrend der Entwicklung keine Zunahme erkennen; 
dotterreiche und die Embryonen der Saugetiere erzielen wah- 
rend des Embryonallebens schon eine gréBere Aktivitat, ohne 
aber die fiir die jeweiligen Arten charakteristischen Werte zu 
erreichen. Erst im Moment der Geburt, wenn die Organe ihre 
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volle Funktion aufnehmen, nimmt die Katalase rapid bis zu 
einem Maximum zu, um dann wieder abzufallen. 

4. Charakteristisch sind die Verhaltnisse bei der post- 
embryonalen Entwicklung der Insekten. Tiere mit hemime- 
taboler Entwicklung lassen keinen Unterschied zwischen den 
ausgewachsenen und sich entwickelnden Organismen erkennen. 
Bei den holometabolen Gruppen (Lepidopteren) dagegen sind 
die jiingsten Larvenstadien sehr aktiv. Dann sinkt der Ka- 
talasegehalt und erreicht sein Minimum etwa bei der vorletzten 
Hautung. Hierauf nimmt er rapid zu, erreicht das Maximum 
in der Puppe und fallt gegen die Imago wieder steil ab. Es 
besteht hierbei eine eindeutige Beziehung zu der auf Kosten 
des Fettgewebes erfolgenden Ausbildung der Geschlechtspro- 
dukte. Daher lassen Tiere mit kurzer Puppenruhe eine schnelle 
Abnahme des Katalasegehaltes erkennen, Bei tiberwinternden 
Puppen tritt sie erst kurz vor dem Schliipfen ein, wenn die 
Geschlechtsprodukte gebildet werden. Erfolgt die Geschlechts- 
reife erst lingere Zeit nach dem Schliipfen (Tagfalter, Cole- 
opteren), so sind auch die Imagines zuerst noch stark aktiv. 

Die messende Verfolgung des Reaktionsverlaufes begegnet 
groBen Schwierigkeiten, die es nicht gestatten, absolute und 
exakte Werte fiir den Katalasegehalt der einzelnen Gewebe zu 
erhalten. In erster Linie kommen hierfiir die unvollstandige 
Extrahierbarkeit und die groBe Labilitaét der Fermentlésungen 
in Betracht. Durch eine hinreichende Zahl von Parallelver- 
suchen gelingt es jedoch, tiberraschend gute Durchschnitts- 
werte zu erhalten. 

Die Kinetik der Reaktion fiigt sich, soweit untersucht, 
durchweg dem von Steche und Waentig aufgestellten Schema 
der Adsorptionskatalyse an. 





Ober Giftwirkung des Ninhydrins. 


Von 


Oscar Loew. 


(Eingegangen am 26. November 1914.) 


Es besteht heutzutage dariiber wohl kein Zweifel mehr, 
daB die tédliche Wirkung gewisser Stoffe, wenn sie in kleinen 
Mengen und in vollig neutraler Lésung in lebende Zellen ein- 
dringen, auf das innigste mit ihrer chemischen Struktur zu- 
sammenhingt. Die weitere logische Forderung hieraus, daB 
namlich die lebende Substanz bzw. die ihr zugrunde liegenden 
Proteine eine dementsprechende chemische Struktur besitzen 
miissen, scheint aber in Anbetracht der angenommenen Poly- 
peptidstruktur der EiweiSk6rper nicht gezogen worden zu sein. 

Nach der von mir seit 1881 vertretenen Ansicht entspricht 
die labile Form der Proteine der lebenden Substanz einer 
Hydroxyl-Aminoaldehydstruktur. Wenn nun diese Struktur fiir 
die groBe Labilitat der lebenden Substanz maBgebend ist, so 
miissen auch alle diejenigen Stoffe Giftwirkung duBern, die 
noch leicht bei groBer Verdiinnung in Aldehyd und _ labile 
Aminogruppen eingreifen kénnen, ein SchluB, der schon viel- 
fach bestatigt worden ist’). 

Nun ist in neuerer Zeit von Ruhemann?®) ein K6rper mit 
3 Ketongruppen, das Triketohydrindenhydrat (Ninhydrin) dar- 
gestellt worden, von dem sich voraussehen lieB, daB es ein 


allgemeines Gift sein miisse. 


CH CO 
He oH 
HC I y \OH 
cH’ CO 


Ninbydrin. 


1) Vgl. Die chemische Energie der lebenden Zellen. Kap. 9. 
*) Chem. Centralbl. 1910, nach Journ. Chem. Soc. 1910. 
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Sein infolge der 3 Ketogruppen erleichterter Eingriff in 
Aminogruppen ging schon aus der Reagierfahigkeit mit Amino- 
siuren hervor, wobei eine blaue Farbung entsteht, wie schon 
von seinem Entdecker festgestellt worden ist. Dieser Korper 
muB bei physiologischen Versuchen stets frisch gelést werden, 
weil die Lésung bei langerem Stehen eine saure Reaktion an- 
nimmt. 
I. Versuche mit Bakterien. 


Es wurde eine Nahrlésung von folgender Zusammensetzung: 
500 g Wasser 
5 g Mannit 
1 g Kaliumnitrat 
und je 0,2 g K,HPO,, KH,PO, und MgSO, verwendet. 

Das Ninhydrin wurde erst nach dem Sterilisieren der 
Lésung zugesetzt. Zur Infektion dienten Bac. methylicus, Bac. 
subthilis und Bac. fluorescens liquefaciens. Die Kolben blieben 
bei Zimmertemperatur stehen. Bei Zusatz von 1 p.m. Nin- 
hydrin zeigte sich selbst nach Wochen keine Spur von Ent- 
wicklung, wahrend in den Kontrollkolben bereits nach mehreren 
Tagen starke Triibung und flockiger Bodensatz von Bakterien- 
massen zu erkennen waren. Bei Bac. methylicus wurde noch 
ein Versuch mit 0,1 p.m. Ninhydrin und der auf das Fiinffache 
verdiinnten obigen Losung ausgefiihrt., Auch hier fand keine 
Spur Entwicklung statt, wahrend eine reichliche im Kontroll- 
falle. Bei Infektion mit Schimmelsporen trat selbst bei 1 p. m. 
Ninhydrin eine langsame Entwicklung von Mycelium ein. Das 
scheinbare Ausbleiben der Giftwirkung hier wird wohl auf dem 
mangelhaften Eindringen des Giftes in diese Zellen beruhen, 
wie auch die oft erstaunliche Resistenz von Schimmelpilzzellen 
in vielen anderen Fallen vermuten l4Bt; hat man doch selbst 
in Lésung von 2°/, Schwefelsiure allmahlich die Entwicklung 
von Pilzfaiden, die sich zu Kniaueln ballen, beobachtet. Offen- 
bar ist hier der bei haufigem Offnen in die Flaschen ein- 
dringende Staub und die Dampfe der Laboratoriumsluft fiir die 
Entwicklung von Faden einer Dematium-Art verantwortlich. 
Wiihrend hier also die nahrenden Stoffe durch die Membranen 
der Zellen passieren, wird wahrscheinlich der Schwefelsiure das 
Eindringen verwehrt; denn sonst miisste wohl das Protoplasma 
der Zellen absterben. 
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II. Beobachtungen an Algen. 

Als zu Algenkulturwasser mit zahlreichen Diatomeen 
Ninhydrin im Verhialtnis von 1:20000 gesetzt wurde, waren 
nach 2 Tagen bei 20 bis 22° alle Diatomeen tot, kein ecinziges 
Exemplar zeigte mehr Spuren von Bewegung; ebenso war bei 
Oscillaria jede Bewegung erloschen; bei Cosmarium war der 
Inhalt kontrahiert, bei Nostoc war Verblassen der normalen 
grinen Farbe eingetreten. Bei kleineren Spirogyra-Arten war 
Cytoplasma und Kern kontrahiert und die spiralige Anordnung 
des Chlorophylibandes véllig verindert. Einzelne Zellen hatten 
mit dem Ninhydrin mit blauer Farbe reagiert und zwar teils 
das Cytoplasma und der Kern, teils nur der Zellkern allein. 
Dieses ist um so bemerkenswerter, als andere gréSere Spiro- 
gyra-Arten sogar beim Kochen mit 0,1°/,iger Ninhydrinlésung 
keine Blaufarbung lieferten. Als Spirogyra majuscula mit 
reichlich gespeichertem labilen EiweiB mit einer 1°/,igen Lé- 
sung von Ninhydrin behandelt wurde, kontrahierte sich der 
Zellkern sehr bedeutend innerhalb 40 Minuten und die Chloro- 
phylilbainder verquollen, das Cytoplasma verlor den Turgor. 


Einige Zellen wurden schwach blau, besonders der Nucleolus. 
Es méchte fast scheinen, als ob hier die blaue Ninhydrinreak- 
tion nur eintritt, wenn Zerfallsprodukte in den Organoiden ent- 
halten sind. Bei der weit gréBeren Spirogyra crassa traten 
obige Erscheinungen erheblich langsamer ein. 


III. Beobachtungen an Phanerogamen. 

Samen verschiedener Grasarten wurden 2 Tage in einer 
0,2°/,igen Lésung von Ninhydrin belassen und dann nach Ab- 
gieBen der Lésung in einer Glaskammer auf feuchtem Filtrier- 
papier sich iiberlassen. Die Keimung unterblieb, nur bei einigen 
wenigen Samen waren beginnende Spuren zu sehen, die je- 
doch ohne jede weitere Entwicklung blieben. Im Kontrollfalle 
keimten alle Samen und entwickelten sich die Keimlinge vollig 
normal, — Keimlinge von Hafer und Gerste mit 2 bis 4 cm 
langen Sprossen wurden in eine 0,05°/,ige Lésung von Nin- 
hydrin gesetzt. Jedes Wachstum war nun sistiert und die 
Keimlinge tsarben allmahlich ab. 

Blattschnitte von Taraxacum und Carpinus wurden in 
eine 0,1°/,ige Losung von Ninhydrin eingelegt, nach 2 Tagen 
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waren die Blattschnitte bis auf 0,3 cm Breite von der Schnitt- 
flache her abgestorben und gebraunt, wahrend die Kontroll- 
stiicke vollig intakt waren. 









IV. Beobachtungen an Protozoen und niederen Wassertieren. 





Ein Tropfen Wasser aus einer Kultur von Algen mit 
Protozoen wurde unter dem Mikroskop gemischt mit einem 
Tropfen einer 0,05°/,igen Ninhydrinlésung. Sofort zeigten sich 
energische Fliehbewegungen, die sich allmahlich verlangsamten 
und nach 5 Minuten vollstandig aufhérten; alle gréBeren In- 
fusorien und Flagellaten waren nun tot, nach 9 Minuten auch 
die kleineren Flagellaten, nur die Monaden lebten noch einige 
Minuten linger. Rotatorien, Nematoden, Ostracoden, Wasser- 
kafer und Wasserschnecken waren nach einem Tag abgestorben, 
als zum Kulturwasser 0,1°/, Ninhydrin gesetzt wurde. 
















V. Beobachtungen an Siugetieren. 


Um 10 Uhr 12 Minuten wurden einer Maus von 21 g Ge- 
wicht 0,5 com einer 2°/,igen Lésung von Ninhydrin injiziert 
auf der rechten Seite am hinteren Teil des Riickens. Nach 
3 Minuten ist die Atmungsfrequenz etwas erhdht und gleich 
darauf beginnt ein Stadium groBer Apathie, die Ohren und 
HinterfiiBe sind voriibergehend ganz blaB. Die Nase liegt fest 
auf dem Tische auf, das Tier ist bewegungslos. Nach 35 Mi- 
nuten wird das Atmen langsam, stoBweise und tiefer als vor- 
her. Nach 46 Minuten vermag sich das Tier, wenn auf den 
Riicken gelegt, nicht mehr umzudrehen, die Augen reagieren 
nur noch schwach beim Berihren. Das Tier liegt wie tot da, 
atmet aber noch. Exit 12 Uhr 10 Minuten. Bei der Sektion 
ergab sich, da8 die Milz dunkelfarbig und vergréBert war. 

Bei einem Fiitterungsversuch an einer Maus ergab sich, 
daB 0,005 g Ninhydrin in Lésung auf Brot gegeben keine deut- 
lichen Vergiftungserscheinungen nach sich zog. Da das Nin- 
hydrin im Magen und Darm von den Verdauungsprodukten ge- 
bunden werden konnte, gelangte es wahrscheinlich gar nicht 
bis zu den Ganglienzellen. Die Maus wurde nach 24 Stunden 
getétet und keine auffallenden Erscheinungen wahrgenommen. 
Der Magen war aber leer und mit dickem zaihen Schleim bedeckt. 
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Um 11 Uhr 20 Minuten wurden einem jungen Meerschwein- 
chen von 172 g Gewicht hinten auf der rechten Seite 2 ccm 
einer 2°/,igen Lésung von Ninhydrin injiziert, worauf das Tier 
sofort intensive Schreie ausstieB. Bald flieBt Speichel aus dem 
Mund und Tranen aus den Augen. Nach 8 Minuten kann sich 
das Tier nicht mehr auf den Beinen halten und ist im Zu- 
stande groBer Apathie. Nach 20 Minuten ist die Atmung ver- 
langsamt, und wenn auf den Riicken gelegt, erhebt sich das 
Tier nicht mehr. Exit um 12 Uhr 4 Minuten. Die Sektion 
ergab an der Injektionsstelle einen Blutergu8 von der GréBe 
eines Markstiickes, dessen Blut eine violette Farbe hatte, was 
auf der blauen Reaktion des Ninhydrins mit den Eiwei8kérpern 
des Blutes beruht. Das Blut des Herzens besaB dagegen nor- 
male Farbe. Eine MilzvergréBerung war hier nicht wahrzu- 
nehmen. Es war hier ja auch die injizierte Giftmenge relativ 
geringer als beim Versuch mit der Maus. 


SchluBfolgerung. 


Das Ninhydrin hat sich in Ubereinstimmung mit der 


Theorie als ein Gift fiir verschiedene niedere und hdhere Lebe- 
wesen ergeben. Eine scheinbare Ausnahme bei Schimmelpilzen 
diirfte darauf beruhen, daB jener Stoff nur sehr schwierig zu 
dem Protoplasma dieser Zellen vordringen kann. 





Ober die Darstellung eines Urease-Trockenpraparates und 
iiber einige Eigenschaften der Soja-Urease. 


Von 
Martin Jacoby und Sugga. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1914.) 


Bei den Arbeiten iiber die Soja-Urease hatte sich im 
hiesigen Laboratorium das Bediirfnis herausgestellt, ein halt- 
bares und wasserlésliches Dauerpraparat zur Verfiigung zu 
haben. Es wurde daher ein solches Priparat hergestellt, das 


der eine von uns (Jacoby) am 9. Januar 1914 in der Berliner 
physiologischen Gesellschaft demonstrierte. Mit derartigen Pri- 
paraten wurden auch die folgenden Versuche ausgefiihrt. 


I. Herstellung der Soja-Fermentpulver. 


Da wir bei den Untersuchungen von Margarete Falk die 
nach Armstrong hergestellten Extrakte aus Sojabohnen als 
sehr wirksam kennengelernt hatten, wahlten wir sie auch als 
Ausgangsmaterial fiir die Dauerpraparate. Die Sojabohnen 
wurden in einer Kaffeemiihle zermahlen und, wenn notwendig, 
noch im Morser zerstoBen, um ein feines Pulver zu erhalten. 
Das so gewonnene Mehl wurde gehoérig mit Petrolither extra- 
hiert. Hierzu wurde es in eine groBe Nutsche gefiillt, deren 
Abflu8 durch Gummischlauch mit Klemme abgeschlossen war. 
Der Petrolither wurde aufgegossen, 1 Stunde darauf belassen, 
dann unten gedffnet, der Ather abgesaugt. Diese Prozedur 
wurde 6 mal wiederholt. Dann wurde das Mehl auf Glasplatten 
ausgebreitet und iiber Nacht lufttrocken gemacht. Nunmehr 
wurde das entfettete Mehl mit dem fiinffachen Volumen Wasser 
fiir 16 bis 24 Stunden in den Eisschrank gestellt. Dann saugt 





M. Jacoby und Sugga: Darst. eines Urease-Trockenpraparates usw. 117 


man die obenstehende milchige Fliissigkeit ab. Macht das 
Schwierigkeiten, so kann man die Milch auch abzentrifugieren. 
Die erhaltene Fliissigkeit wird in Schalen mit flachem Boden 
gegossen und bei Zimmertemperatur im Faust-Heimschen Appa- 
rate durch Uberleitung eines Luftstromes getrocknet. Anfangs 
haben wir Temperaturen von 30 bis 40° angewandt, fanden aber 
dann, daB das Trocknen bei niedrigerer Temperatur (Zimmer- 
temperatur) praktischer war. Wir erhielten einen hornartigen 
Riickstand, der mit dem Spatel abgekratzt und im Mérser zu 
einem feinen Pulver zerrieben wurde. 

Das Pulver ist in Wasser léslich, allerdings etwas schwer 
und nicht ganz vollstandig. Durch Filtration der opalisierenden 
Fliissigkeit kann man eine klare Lésung erhalten. 


II. Methodik der Ureasepriifung. 


Die Anordnung der Versuche entsprach dem Vorgehen, wie 
es Falk sowie Jacoby und Umeda in den aus dem hiesigen 
Laboratorium hervorgegangenen Arbeiten angewandt haben: 

Erlenmeyersche Kolben werden so mit Zuleitungs- und Ab- 
leitungsrohr armiert, daB sie mittels Gummischlauchen spiater 
direkt in einen Dampfdestillationsapparat eingefiigt werden 
koénnen. Die Schlauche werden durch doppelte Klemmen ge- 
schlossen, die erst nach der Einfiigung in den Destillationsapparat 
gedfinet werden, so daB also Ammoniak nicht verloren gehen kann. 

In jeden Kolben kommt aufer der auf Ureasewirkung zu 
priifenden Fliissigkeit bei Beginn des Versuchs 20 ccm einer 
2°/,igen Harnstofflésung, 1 ccm Toluol und 1 cem Olivendl. 
Das Ol, das den Fermentproze8 nicht stért, verhindert ein zu 
starkes Schaumen bei der Destillation. Alle Kontrollen werden 
bei gleicher Verdiinnung und doppelt angesetzt. Nach AbschluB 
der Fermenteinwirkung wird 15 bis 20 Minuten in strémendem 
Dampf destilliert, das Destillat in n-Schwefelsiure aufgefangen. 
Nach Beendigung der Destillation wird das Destillat aufgekocht 
und nach dem Erkalten unter Verwendung von Lakmoid- 
Malachitgriin als Indicator titriert. 


Il. 


Die Wirksamkeit der Fermentpulver ist eine sehr be- 
friedigende. Man kann bis 100°/, des zugesetzten Harnstoffs 
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damit spalten, wenn man eine geniigende Menge Ferment eine 
hinreichende Zeit einwirken laBt. Z. B. setzten von einem Pulver. 
von dem 45 g dargestellt waren, 0,04 g (in 10 ccm Wasser ge- 
lést) in 22 Stunden 20,8 und 21,4°/, des zugesetzten Harnstoffs 
(0,4 g) um. 

Durch Behandlung mit Alkohol wird das Ferment sehr 
schnell unléslich, ohne seine Wirksamkeit einzubiiBen. 

1 g Fermentpulver wird in 180 cem Alkohol absol. und 85 ccm 
Wasser aufgenommen und tiichtig durchgemischt. Dabei setzt sich ein 
eichlicher Niederschlag ab, der abfiltriert und getrocknet wird. Man 


erhalt 0,518 g Pulver. Davon werden zwei Proben a 0,2 g auf Urease- 
wirkung gepriift. — Brutschrank: 22 Stunden. 


Alkohol- Abgespaltener Umgesetzter 
niederschleg ®/o- NH, Harnstoff 


0.2 g 110,0 82,1°/, 
0,2 g 110,6 82,5°/, 


1 g Fermentpulver wird mit 40 com Wasser und 80 cem Alkohol 
absol. gemischt, der Niederschlag sofort abfiltriert und getrocknet. Es 
wird 0,29 g Pulver erhalten. Davon werden zwei Proben 4 0,1 g auf 
Ureasewirkung gepriift. — Brutschrank: 22 Stunden. 


0,1 g 26,6 19,8°/, 
0,1 g 24,3 18,1°/, 


In den Filtraten der Fermentniederschlige waren nach vor- 
sichtigem Abdunsten des Alkohols bei niederer Temperatur stets 
nur noch geringe Fermentspuren nachweisbar. — Die Ferment- 
pulver sind anscheinend in Wasser so gut wie unldslich. Es 
war daher zu priifen, ob vielleicht trotzdem das Ferment aus 
ihnen durch Wasser extrahierbar ware. Das gelang aber nicht 
oder nur sehr unvollkommen und zwar auch dann, wenn der 
ganz frisch durch Alkoholfallung erhaltene Niederschlag sofort 
in Wasser verteilt wurde. 

Uber die Zerstérbarkeit der Urease durch Hitze geben 
folgende Versuche AufschluB: 


1 g Fermentpulver wird in 100 com Wasser gelést. Davon 
werden: 


2 Portionen & 10 ccm 30 Min. im Wasserbad auf 60° erwarmt 
2 ” a10 » 30 » ” ” » 70° ” 
der Rest bei Zimmertemperatur belassen. 


Zu jeder Probe werden je 8 ccm = 0,08 g Pulver verwandt. 
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Brutschrank- Zimmertemperatur 60° 
zeit (Kontrolle) 


19 Std. 104,1 96,3 
103,7 95,35 

21 Std. 107,45 103,6 
105,6 103,4 

217/, Std. 110,6 104,5 
109,5 107,1 

Umgesetzter Harnstoff in Prozenten. 

Nr. Kontrolle 60° 70° 
1 77,55 71,55 32,85 
2 79,5 77,25 33,15 
3 82,1 78,95 35,65 

Eine halbstiindige Einwirkung von 60° bewirkt demnach 
nur eine geringfiigige Abschwachung, wahrend 70° schon recht 
erheblich die Urease schadigt. 

Da das Verhalten der Urease gegeniiber Verdauungsfer- 
menten fiir die Reinigung des Enzyms von Bedeutung sein 
konnte, wurde die Resistenz gegen Trypsin und gegen Papa- 
yotin untersucht. 


Zur Anwendung kam ein Trypsin Merck, das kraftig Ei- 
weiB verdaute und, wie besonders gepriift wurde, Harnstoff 
nicht spaltet. 


1 g Soja-Fermentpulver werden mit 0,5 g Trypsin und 50 com Wasser 
gemischt. Die Mischung reagiert schwach sauer und wird durch 5 Tropfen 
einer 10°/,igen Sodalésung neutralisiert. 15 Minuten nach der Mischung 
werden zwei Portionen 4 5 ccm =0,1 g Fermentpulver entnommen und 
in iiblicher Weise fiir 22 Stunden in den Brutschrank zur Prifung auf 
Ureasewirkung gebracht. 

Es werden abgespalten: 

111,25 com "/,,-NH, = 83,0°/, 
110.2 » ” === §2 2°), 

LaBt man das Gemisch vor dem Harnstoffzusatz erst noch 
24 Stunden mit Toluol im Eisschrank stehen, so ergibt die 
dann einsetzende Priifung einen abgeschwachten Harnstoffumsatz. 
Das ist aber nicht auf Rechnung der Trypsinwirkung zu setzen, 
da auch ohne Trypsinzusatz in dieser Zeit eine Abschwachung 
der Urease eintritt. Ein anderer Versuch zeigt, daB auch eine 
kraftigere Trypsineinwirkung keine Schwachung der Urease 
herbeifiihrt. 
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1 g Soja-Fermentpulver werden mit 0,5 g Trypsin, 2 ccm Toluol, 
5 Tropfen Soda (10°/,) und 50 ccm Wasser gemischt. Das Gemisch bleibt 
22 Stunden bei Zimmertemperatur. Dann werden zwei Proben ent- 
nommen (a 5 ccm), die noch 2 Stunden bei Zimmertemperatur belassen 
werden, wahrend der Rest fiir 2 Stunden in den Brutschrank kommt. 
Darauf wird mit allen vier Proben der Ureaseversuch fiir 22 Stunden 


angesetzt. 
Ohne Brutschrank-Trypsineinwirkung: 


1. 88,9 com = 66,3°/, 
2. 85,6 » = 63,9°, 
Mit Brutschrank-Trypsineinwirkung: 
1. 87,6 com = 65,4°/, 
2. 87,7 » = 65,4°, 

Das benutzte Papayotin ,Merck“ verdaute auch kriftig 
EiweiB und hatte keine Ureasewirkung. Versuche mit Papayotin 
schienen deshalb erwiinscht, weil vielleicht dieses proteolytische 
Pflanzenferment starker auf die Sojaproteine einwirkt als das 
Trypsin. Wir hatten auch mit Trypsin Versuche gemacht, bei 
denen wir kiirzere Zeit (30 Minuten) bei 60° das Trypsin auf 
die Urease einwirken lieBen. Dabei wurde die Urease nur sehr 
wenig geschadigt. Dieselbe Versuchsanordnung haben wir sehr 
haufig beim Papayotin zur Anwendung gebracht, da gerade von 
diesem Ferment bekannt ist, daB es schon in kurzer Zeit bei 
héheren Temperaturen sehr intensive Wirkungen entfaltet. 

1 g Soja-Fermentpulver wird mit 0,2 g Papayotin und 40 ccm 
Aq. dest. gemischt, es setzt sich ein dicker Niederschlag ab. Von dem 
Gemisch werden sofort 2mal 10 com in 2 Reagensglaser aufgenommen 
und 80 Minuten in ein Wasserbad von 60° eingetaucht. Die ibrige 
Fliissigkeit bleibt dieselbe Zeit bei Zimmertemperatur. Dann werden von 
2 Anteilen 2 mal je 8 com auf Ureasewirkung gepriift. 

Brutschrank: 22 Stunden. 
60°- Papayotineinwirkung: 

1. 124,8 com = 93,1°/, 
2.1243 » = 92,8, 
Zimmertemperatur-Papayotineinwirkung: 
1. 126,3 com = 94,2°/, 

2. 124,7 » = 98,1°, 
Brutschrank: 22 Stunden, dann 23 Stunden Eisschrank. 
60°- Papayotineinwirkung: 

1. 101,3 com = 75,6°/, 

2.1021 » = 76,29 
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Zimmertemperatur-Papayotineinwirkung: 
128,0 com = 95,5°/, 
127,0 » = 94,8), 


1 g Soja-Fermentpulver wird mit 20 ccm Aq. dest. gemischt. Zu 
10 com des Gemisches wird 10 com Aq. dest. und 0,1 g Papayotin, zu 
10 com nur 10 ccm Aq. dest. getan. Beide Proben werden 30 Minuten 
auf 60° erwirmt und dann auf Ureasewirkung gepriift, und zwar immer 
je 8 com. 
Brutschrank: 18 Stunden. 
Ohne Papayotin: 
129,0 com = 96,3°/, 
128.9 » = 96,2, 
Mit Papayotin: 
115,9 com = 86,5°/, 
116,2 » = 86,7  D 
Wiederholung des Versuchs. Brutschrank: 22 Stunden. 
Ohne Papayotin: 
131,3 com = 98,0°/, 
130.8 »s = 97,0°/, 
Mit Papayotin: 
123,8 com = 92,4°/, 
122.9 » = 91,7°%, 


Da wir gesehen hatten, daB auch bei 70° nur eine teil- 
weise Zerstérung der Urease eintritt, so lohnte es den Versuch, 
das Papayotin einige Zeit bei dieser Temperatur auf die Soja- 
proteine einwirken zu lassen. 


1 g Soja-Fermentpulver wird mit 0,2 g Papayotin und 40 com Aq. 
dest. gemischt. Davon werden 20 ccm fiir 10 Minuten auf 70° erwarmt, 
der Rest bei Zimmertemperatur belassen. Von jedem Anteil werden zwei 
Proben & 8 com auf Ureasewirkung gepriift. 


Brutschrank: 19 Stunden. 
70°: 

1. 74,5 com = 55,6°/, 
2. 72,3 » = 54,09, 
Zimmertemperatur: 

1. 128,6 com = 96,0°/, 
2.1288 » = 961%, 
Wiederholung des Versuchs. Brutschrank: 22 Stunden. 
70°: 

1. 79,6 com = 59,4°/, 
2. 83,9 » = 62,6%, 
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Zimmertemperatur: 
1. 130,2 com = 97,2°/, 
2. 1286 » == 95,9°/, 


In weiteren Versuchen lieBen wir das Papayotin 3 Stunden 


bei 50° auf die Urease einwirken. 

2,0 g Soja-Fermentpulver werden mit 0,4 g Papayotin, 80 com Aq. 
dest. und 2 ccm Toluol gemischt. Davon werden 45 ccm 3 Stunden auf 
50° erwarmt, wahrend 35 com bei Zimmertemperatur belassen werden. 
Von jedem Anteil werden zwei Proben 4 15 ccm auf Urease gepriift. 

Brutschrank: 17 Stunden. 
50°: 

1. 128,5 com = 95,9°/, 
2. 127,56 » == 96,1 » 
Zimmertemperatur: 

1. 128,4 com = 95,8°/, 
2.1284 » == 95,8°/, 

Wiederholung des Versuchs. Brutschrank: 18 Stunden. 

50°: 
. 128,6 com = 96,0°/, 


.128,5 » = 95,9, 
Zimmertemperatur: 


1. 129,1 com = 96,3°/, 
2.1294 » = 96,6, 


In einem anderen Versuche wurde die Wirksamkeit der 
Urease sofort nach der Mischung mit Papayotin verglichen 
mit der Ureasewirkung nach 3stiindiger Papayotineinwirkung 
bei 50°. 

1 g Soja-Fermentpulver werden mit 0,3 g Papayotin und 60 ccm 
Aq. dest. gemischt. Es werden zwei Proben 4 5 ccm sofort untersucht, 
der Rest 3 Stunden auf 50° erwirmt, dann wieder zwei Proben & 5 ccm 
angesetzt. 

Vor der Erwirmung. Brutschrank: 19 Stunden. 
1. 110,6 com == 82,5°/, 
2. 111,0 » == 83,6°%, 
Nach der Erwarmung auf 50°. Brutschrank: 19 Stunden. 
1. 66,4 com = 49,5°/, 
2. 68,2 » = 50,9°/, 

Wiederholung des Versuches: 2,5 g Soja + 0,5 g Papayotin 

-+ 100 Aq. dest. — Zu jeder Probe werden je 15 ccm verwandt. 
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Vor der Erwarmung. Brutschrank: 18 Stunden. 


1. 126,1 com = 94,1°/, 
2.1261 » = 94,1, 


Nach der Erwarmung. Brutschrank: 18 Stunden. 
1. 124,6 com = 92,2 °/, 
2. 125,2 » 934%, 


1 g Sojaferment wird mit 0,2 g Papayotin und 40 ccm Aq. dest. 
gemischt. Davon werden 20 cem fiir 2 Stunden auf 40° erwirmt, der 
Rest bleibt bei Zimmertemperatur. Untersucht werden Anteile & 5 ccm. 
Brutschrank: 18 Stunden. 

40°: 
1. 100,5 com = 75,0°', 
2. 100.2 » = 74,8°/, 


Zimmertemperatur: 
. 111,4 com = 83,1°/, 
2. 112,5 » = 83,99, 


Wiederholung des Versuches. Brutschrank: 21 Stunden. 
40°: 
. 100,7 com = 75,1°/, 
. 1001 » = 74,79), 
Zimmertemperatur: 
1. 110,3 com = 82,9°, 


2.1094 » = 81,6%, 


Wiederholung des Versuches. Brutschrank: 21 Stunden. 
40°: 
1. 106,7 com == 79,6°/, 
2. 107,2 » = 80,0°/, 
Zimmertemperatur: 
1. 113,4 com = 84,6°/, 


2.114,2 » == 85,2°), 


Endlich haben wir in einer gréBeren Anzahl von Versuchen 
studiert, wie sich das Sojaferment gegeniiber der Vereinigung 
von Papayotinverdauung und gleichzeitiger Dialyse verhalt. 
Die Resultate fielen so gleichmaBig aus, daB wir nur einige 
Beispiele herausgreifen wollen. 

4,5 g Soja-Fermentpulver werden mit 0,9 g Papayotin und 180 ccm 
Aq. dest. gemischt. Von dem Gemisch werden 2 mal 5com auf Urease- 
wirkung gepriift. Gleichzeitig werden zwei Portionen 4 15 ccm auf ihren 
Gehalt an incoagulablen Stickstoff untersucht. Dazu werden je 15 ccm 
mit 15 ccm Wasser verdiinnt und vorsichtig zum Sieden erhitzt, dann 
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werden drei Tropfen verdiinnter Essigsiure zugefiigt. Nach dem Ab- 
filtrieren der reichlichen Niederschlige erhalt man klare Filtrate (27,5 
und 28ccm). Von diesen Filtraten werden je zwei Portionen 4 10 auf 
den Gesamt-N nach Kjeldahl! untersucht. — In zwei Portionen des 
urspriinglichen Gemisches & 5ccem wird direkt der Gesamtstickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt. — Ferner werden 9 mal 6ccm des Gemisches in 
neun Schleicher-Schiillschen Dialysierhiilsen nach Toluolzusatz zur Dia- 
lyse angesetzt, die AuBenfliissigkeit wurde 8 mal gewechselt. Von der 
Innenfliissigkeit wurden zwei Portionen 4 5,7 com auf Ureasewirkung ge- 
pruft. Zwei andere Portionen & 15 ccm wurden wie bei dem urspring- 
lichen Gemische auf den incoagulablen Stickstoff verarbeitet. AuBerdem 
werden auch von der durch Dialyse gereinigten Fliissigkeit zwei Anteile 
a 5ccm auf den Gesamtstickstoff verarbeitet. 

Zum Vergleich wurde der Rest des urspriinglichen Gemisches 
(ca. 70cem) mit Toluol 24 Stunden bei Zimmertemperatur belassen. 
Auch von dieser Fliissigkeit werden die entsprechenden, gleichen Anteile 
auf Urease, incoagulablen und Gesamtstickstoff verarbeitet. 

Der Kiirze halber geben wir von den immer gut stimmenden Ana- 
lysen (zwei resp. vier) Mittelwerte und driicken alles in Prozenten aus. 


5 ccm der Originalmischung setzen 90,7°/, des zugesetzten Harn- 
stofis um. 
100 cem der Originalmischung enthalten: 
0,264g N 
davon 0,051 » EiweiB-N = 19,4°/, 
0,213 » incoag. N = 86,6°/, 
5,7 cem (== 5 ccm der Orig.-Mischung) der dialysierten Mischung 
_ setzen 47,8°/, Harnstoff um. 
100 cem der dialysierten Mischung enthalten: 
0,169 g N 
davon 0,070» EiweiB-N = 41,3°/, 
0,099 » incoag. N = 58,7°/, 
5 cem der 24 Stunden als Kontrolle neben der dialysierten 
Mischung aufbewahrten Mischung setzen 
64,9°/, Harnstoff um. 
100 ccm dieser Mischung enthalten: 
0,261 g N 
davon 0,054» EiweiB-N = 20,49), 
0,207 » incoag. N = 79,69), 


5 com Originalmischung setzen 92,7°/, Harnstoff um. 
100 » ” enthalten: 0,260g N 
davon 0,058 » EiweiB-N = 22,6°), 
0,202 » incoag. N = 77,4, 
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5,8 com (= 5,0 ccm der Orig.-Mischung) der dialysierten Mischung 
setzen 50,4°/, Harnstoff um. 
100 ccm der dialysierten Mischung enthalten: 
0,154 g EiweiB-N 
davon 0,025» » N= 164%, 
0,129 » incoag. N = 83,6°/, 
5 ccm der Kontrolle setzen 70,7°), Harnstoff um. 
100 » » ” enthalten: 0,262g N 
davon 0,060» EiweiB-N = 21,4°/, 
0,202 » incoag. N = 78,6°, 


5 ccm Originalmischung setzen 93,9°), Harnstoff um. 
100 » ” enthalten: 
0,2496 g N 
davon 0,0533 » EiweiB-N = 20,9°), 
0,1963 » incoag. N==79,1°/, 
5 com der 2 Stunden auf 40° erwirmten Originalmischung 
setzen 85,4°/, Harnstoff um. 
100 ccm dieser Mischung enthalten: 0,252 g N 
davon 0,046 » EiweiB-N = 18,3°), 
0,206 » incoag. N = 81,7°/, 
5,9cem der nach dem Erwirmen dialysierten Mischung setzen 
37,2°/, Harnstoff um. 
100 ccm dieser Mischung enthalten: 0,147 g N 
davon 0,059 » EiweiB-N = 40,10°/, 
0,088 » incoag. N= 59,9°/, 
5 cem der Kontrolle setzen 70,9°,, Harnstoff um. 
100 » ~  » ” enthalten: 0,251g N 
davon 0,043 » EiweiB-N ~17,1°), 
0,208 » incoag. N == 82,9°/, 


Die Deutung dieser Versuchsreihe ist nicht so einfach, wie 
es auf den ersten Blick scheinen kénnte. Sicher ist, daB eine 
Schidigung der Urease durch Einwirkung von Papayotin nicht 
eintritt, die Wirkungsabnahme wird auch ohne Fermentzusatz 
in der gleichen Versuchszeit beobachtet. Dagegen tritt bei 
der Dialyse der Soja-Papayotingemische stets eine er- 
hebliche Abnahme der Ureasewirkung auf. Anscheinend 
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geht diese Abnahme der Ureasewirkung mit einer Abnahme 
des incoagulablen Stickstoffs parallel und das kénnte so ge- 
deutet werden, daB durch die Dialyse Auxosubstanzen ent- 
fernt werden, die sich wie die als Auxosubstanzen der Urease 
von Jacoby und Umeda erkannten Aminosduren verhalten. 
DaB die Soja-Urease ohne Papayotinzusatz durchaus nicht durch 
Dialyse geschadigt wird, haben wir durch besondere Versuche 
ausdriicklich festgestellt. Jedoch lassen die Versuche eine kom- 
pliziertere Deutung als die obige zu, weil nach den Feststel- 
lungen von Delezenne und von F. Sachs das Papayotin 
beim Aufkochen in dem Moment, in dem es die Temperatur 
von etwa 80° erreicht, eine briiske EiweiBverdauung auslést. 
Durch diese Wirkung und andere von F. Sachs dabei beob- 
achtete Phinomene wird die Deutung der Versuche etwas 


erschwert. 





Uber die Abhangigkeit der Komplementzerstérung von 
der Anwesenheit des Sauerstoffs. 
Von 
Martin Jacoby und Margarete Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1914.) 


Die von Jacoby und Schiitze’*) entdeckte Schiittel- 
inaktivierung des Komplementes hat eine umfangreiche Be- 
arbeitung gefunden, wobei sich eine Reihe chemischer, physi- 
kalischer und biologischer Probleme ergeben haben. 


Literatur, 


Wir stellen hier nur die wesentlichsten Beobachtungen zu- 
sammen. Jacoby und Schiitze fanden, daB das himolytische 
Komplement des Meerschweinchenserums durch 17), stiindiges 
Schiitteln bei Brutschranktemperatur inaktiviert wird. Beim 
Schiitteln triibt sich das Serum und scheidet einen Nieder- 


schlag ab. Das geschiittelte Serum enthielt trotz seiner In- 
aktivitat die beiden damals bekannten Komponenten des Komple- 
mentes, das sogenannte Mittelstiick und das Endstiick. Ritz?) 
hat in Sachs Laboratorium das Phainomen einer sorgfaltigen 
Analyse unterworfen. Dabei stellte sich heraus, daB die von 
Jacoby und Schiitze angewandten Versuchsbedingungen opti- 


1) Berl. klin. Wochenschr. 1909, Nr. 48, u. Zeitschr. f. Immunitats- 
forsch. 4, 1910. 
*) Zeitschr. f. Immunititsforsch. 15, 1912. 
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male waren. Von Bedeutung fiir den Schiitteleffekt ist das 
Verhaltnis zwischen Rauminhalt der Schiittelflasche und der 
Menge der geschiittelten Fliissigkeit und die Konzentration 
des geschiittelten Serums, die bei 10 facher Verdiinnung opti- 
mal ist. Ritz fand wie Jacoby und Schiitze im Schiittel- 
serum Mittelstiick und LEndstiick erhalten und _ erorterte 
deshalb die Moglichkeit, daB vielleicht die inzwischen ent- 
deckte 3. Komponente des Komplementes durch die Schiittel- 
wirkung auBer Funktion gesetzt wird. Da die Verhiltnisse 
jedoch ziemlich kompliziert liegen, so konnten Ritz nicht 
und ebensowenig Kashiwabara’), der gleichzeitig in Jacobys 
Laboratorium diesen Punkt untersuchte, dariiber zu_voll- 
kommener Sicherheit gelangen. Kashiwabara fand ferner, 
daB bei isolierter Schiittelung der Mittelstiick- und Endstiick- 
fraktion die vereinigten Fraktionen inaktiv sind. Es scheint 
also jedenfalls ein vom Endstiick und Mittelstiick unterscheid- 
barer Serumbestandteil durch das Schiitteln inaktiviert zu 
werden. 

Betreffen die bisher referierten Untersuchungen die Be- 
dingungen und namentlich den Effekt der Schiittelinaktivierung, 
so waren jetzt Versuche zu erwahnen, die den chemischen und 
physikalischen Mechanismus des Phinomens aufzuklaren ver- 
suchten. Jacoby und Schiitze sowie Ritz hatten erwogen, 
ob Alkalescenzverhaltnisse maBgebend sein kénnten, ohne je- 
doch greifbare Anhaltspunkte zu erhalten. Es ist das Ver- 
dienst von Courmont und Dufourt’*), experimentell gepriift 
zu haben, ob Schiittelinaktivierung von der Gegenwart des 
Sauerstofis abhangig ist. Ihre nur kurz wiedergegebenen Re- 
sultate wurden jedoch von Schmidt und Liebers*) durchaus 
bestritten. Schmidt und Liebers leugnen vollkommen den 
Einflu8 des Sauerstoffs und suchen das Wesen der Erscheinung 
in der von Jacoby und Schiitze zuerst beobachteten und 
von ihnen bestiatigten Schiitteltriibung. Bei der Schiittelung 
kommt es zu einer Ausflockung der Globuline, die das Komple- 
ment absorbieren und so inaktivieren. Endlich fanden L. Hirsch- 


1) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 17, 1913. 
*) Compt. rend. Soc. Biol. 72, 1912. 
5) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 19, 1913. 
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feld und R. Klinger’) die interessante Tatsache, daB Schiittel- 
serum positive Wassermannsche Reaktion gibt, was sie durch 
Labilisierung der Serumkolloide erklaren. 


Ankniipfend an 4ltere Untersuchungen unseres Labora- 
toriums haben wir auch eine gréBere Anzahl von Versuchen 
iiber die Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Schiittel-Inakti- 
vierung angestellt. Diese Beobachtungen haben zu einem klaren 
Ergebnis gefiihrt, indem es durch genaue Beriicksichtigung der 
experimentell wichtigen Bedingungen gelungen ist, den Wider- 
spruch zwischen den Angaben von Courmont und Dufourt 
und den entgegengesetzten Behauptungen von Schmidt und 
Liebers aufzuklaren. 

Um den EinfluB des Sauerstoffs auf die Schiittelaktivierung 
des Komplementes zu priifen, haben wir zwei Methoden an- 
gewandt. In mehreren Versuchsreihen haben wir den Sauer- 
stoff durch Pyrrogallol beseitigt, in anderen haben wir ihn 


durch Wasserstoff verdrangt. Da die Pyrrogallolversuche weniger 
klare Resultate ergaben, so beschrinken wir uns hier darauf, 
die Wasserstoffversuche ausfiihrlich zu schildern, da sie ganz 
eindeutige Resultate lieferten. 


Allgemeine Versuchsanordnung. 


Meerschweinchenblut wird aus der Carotis entnommen, das Serum 
wird mit 0,85°/,iger Kochsalzlésung auf das Zehnfache verdiinnt. Von 
dem verdiinnten Serum werden Anteile von je 10 ccm in sog. Kochsche 
Kélbchen von 100 com Inhalt gefiillt. Die Kélbchen sind mit doppelt 
durchbohrtem Gummistopfen versehen, durch die ein langes und ein 
kurzes Glasrohr zur Gasdurchleitung gefiihrt ist. 

Wasserstoff wird aus Zink und verdiinnter Schwefelsiure unter Zu- 
satz von etwas Kupfersulfat in der iiblichen Weise entwickelt und zu- 
nachst durch eine Waschflasche mit destilliertem Wasser geleitet. Vor 
und hinter jedem Serumkolben befinden sich zwei Gummizwischenstiicke 
mit Klemmen, zwischen den Gummischliuchen Glasverbindungen. Bei 
Beendigung der Gasdurchleitung werden zunachst alle Klemmen sorg- 
faltig verschlossen und dann auBerdem die Glasréhrchen zugeschmolzen. 
So wird ein mehrfacher Schutz gegen das Eindringen von Luft erreicht. 


‘) Zeitechr. f. Immunitatsforsch. 21, 1914. 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 
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Die Verbindung der Serumkélbchen mit dem Gasentwicklungskolben und 
der Waschflasche wird erst hergestellt, nachdem die Gasentwicklung 
einige Minuten im Gange und so die Luft ausgetrieben war. Es wird 
darauf geachtet, daB die Gasentwicklung wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer méglichst gleichmaBig — weder zu langsam noch zu kraftig — 
vor sich geht. Alle Kélbchen nebst Zubeh6r werden vor dem Versuch 
sterilisiert. 

Nach Beendigung der Gasdurchleitung werden die Kélbchen zu- 
sammen mit der Kontrolle, die inzwischen auf demselben Tische bei der 
gleichen Temperatur gestanden hatte, im Schiittelapparate 11/, Stunden 
bei 37° geschiittelt. 

Der Schiittelapparat war vorher genau darauf gepriift worden, daB 
er bei richtig ausgeglichener Belastung alle gleichartig geschiittelten 
Kdélbchen gleich stark schiittelt. Immer wurden je 2 Kolben gegeniiber 
angebracht; wenn der Versuch nur 8 Kolben erforderte, wurde ein 
vierter zum Ausgleich der Belastung mitgeschiittelt, 

In dem gleichen Schrank, in “em geschiittelt wurde, belieBen wir 
wahrend der ganzen Schiittelzeit noch ein Gefé8 mit Serum, das nicht 
geschiittelt wurde, so daB nirgends Temperaturunterschiede zwischen den 
Serumportionen desselben Versuches méglich waren. 

Nach Schlu8 der Schiittelung wurde das Serum mit Amboceptor 
und Blutkérperchen in den iiblichen Reihen angesetzt. Verwandt wurde 
l ccm 5°/,iger Blutkérperchenbrei, der Amboceptor wurde vorher auf 
Wirksamkeit gepriift. Die Verdiinnung jedes Réhrchens betrug stets 3,5ccm. 


Versuch 1. 














Geschiittelt nach 2Stun-| ia 
den H-Durchleitung Nur geschiittelt Normalserum 





0,2 keine Hamolyse 0,1—0,8 keine Hamolyse | 0,1—0,3 fast kompl. Ha- 
0,3—0,4 geringe Himo- | 0,9—1,0 Spur Hémolyse| molyse 
lyse 0,4 kompl. Hamolyse 
0,5 inkompl. Hamolyse 
0,6 —0,9 fast kompl. Ha- 
molyse 
1,0 kompl. Hamolyse 








Versuch 2. 








Geschiittelt nach 2Stun- 4 
den H-Durchleitung Nur geschiittelt Normalserum 









0,1 Spur Hamolyse 0,1—1,0 keine Hamo-/0,1 fast kompl. Hamo- 
0,2 geringe » lyse lyse 

0,3 inkompl. » 0,2 kompl. Hamolyse 
0,4—1,0 fast kompl. Ha- 
molyse 
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Versuch 3. 





Geschiittelt nach 2Stun- | 
den H-Durchleitung | 


Nur geschiittelt | Normalserum 











0,1—0,3 keine Hamolyse | 0,1—1,0 keine Himolyse | 0,3 fast kompl. Hamo- 
0,4 Spur Haimolyse | | lyse 
0,5—0,6 geringe Hamo- | | 0,4 kompl. Himolyse 
lyse 
0,7—0,8 inkompl. Ha-| 
molyse 
0,9—1,0 fast kompl. Ha- 
molyse 


Anderthalb Stunden Wasserstoffdurchleitung scheint nicht 
mit Sicherheit auszureichen, wihrend 3 Stunden vielleicht schon 
durch die zu lange Versuchszeit Komplikationen bedingt. DaB8 
man bei 2 Stunden immer klare Resultate erhalt, geht auch 
noch aus weiteren Versuchen hervor und ist auch aus den 
spater beschriebenen Experimenten zu ersehen. 

Nach geniigend langer und kraftiger Durchleitung von 
Wasserstoff ist die Schiittelung also nicht mehr imstande, das 
Komplement zu inaktivieren. Um den Einflu8 des Sauerstoffs 
klar zu demonstrieren, miissen auBer der geniigend intensiven 
Wasserstoffdurchleitung noch einige andere Punkte geniigend 
beriicksichtigt werden. Man mu8 wissen, daB die GréBe der 
GefaiBe, in denen die Serumteile sich befinden, ausreichend sein 
miissen, da sonst der Schiitteleffekt unsicher und unregelmaBig 
ist. Aus den knappen Angaben von Courmont und Dufourt 
ist nicht zu entnehmen, ob die hier liegenden Fehlerquellen 
vermieden worden sind. Zum Teil ist wohl der groBe Innen- 
raum der SchiittelgefiBe notwendig, um den ausreichenden 
Sauerstoff fiir die Schiittelwirkung zu beschaffen. Damit stimmt 
iberein, daB nach Courmont und Dufourt Sauerstoffzufuhr 
die Schiittelwirkung verstarkt. Wieso Schmidt und Liebers 
sich von der Bedeutung des Sauerstoffs nicht tiberzeugt haben, 
148t sich natiirlich nicht mit Bestimmtheit sagen. Wir sind 
geneigt anzunehmen, daB sie nicht lange genug den Wasser- 
stoff durchgeleitet haben. 

Wahrend man den Sauerstoff energisch entfernen mu8, um 
den Schiitteleffekt unwirksam zu machen, kann man umgekehrt 
das Serum, aus dem der Sauerstoff verdrangt ist, einige Zeit 


luften, ohne daB nachher das Serum durch Schiitteln inakti- 
Q* 
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viert wird. Die nun zu schildernden Versuche, die das zeigen, 
sind so angeordnet, daB sie gleichzeitig auch noch Bestatigungen 
der ersten Versuchsreihe darstellen. 







Versuch 4. 














Geschiittelt nach | Vor dem Schiitteln nach | 

2 Stunden | der 2stiindigen H-Durch- | 

; | leitung 2/, Minute unter | 
H-Durchleitung | _Schiitteln gedffnet 






Nur geschiittelt | Normalserum 








i 



















= ae ! 
0,1—0,4fastkom-| 0,1 keine Hamolyse | 0,1—0,6 keine | 0,1 fast kompl. 
plette Hamol.|6,2 geringe >» Hamolyse Hiamolyse 
0,5 kompl. Hamo-/ 0,3 inkompl. » 0,7—0,8 Spiir- {0,2 kompl. Ha- 
lyse 0,4—0,6 fast kompl.| chen Hamol.; molyse 
Hamolyse 0,9—1,0 Spur | 
| 0,7—1,0 kompl. Ha-| Héamolyse 
| molyse 










Versuch 5. 








Geschiittelt | Vor dem Schiitteln 


nach 2 Stun- | 28h d. 2stiindigen | Nur Nur Normal- 







den H-Durch- eee geschiittelt | geschiittelt serum 
leitung schiitteln gedfinet | 

















0,1 keine Ha- | 0,1 keine Hamo- |0,1—0,5 keine |0,1—0,4keine| 0,1 geringe 




















molyse lyse Hamolyse | Hiamolyse Hamolyse 
0,2 geringe 0,2 Spiirchen 0,6—1,0 Spiir- | 0,5—0,7 Spiir-| 0,2—0,3 — in- 

Hamolyse Hiamolyse chen Him.| chen Hiam.|} kompl. Hi- 
0,3—0,4 in- | 0,3 geringe Ha- |0,8—1,0 Spur} molyse 





kompl. H. | molyse Hamolyse | 0,4—0,5 fast 











0.5—1,0 fast | 0,4—0,5 inkom- kompl. Ha- 
kompl. H. __ plette Himol. | molyse 
0,6—1,0 fast 
kompl. Ham. 







Dieselben Resultate sind auch in weiteren Versuchen immer 
wieder erhalten worden, wenn alle Bedingungen sorgfaltig be- 
achtet wurden. 

Wahrend also der Sauerstoff sehr energisch aus 
dem Serum verdrangt werden muB8B, um die Schiittel- 
inaktivierung unmdglich zu machen, ist das einmal 
vom Sauerstoff befreite Serum sehr stabil gegen die 
Schiitteleinwirkung. Diese Stabilitat 148t sich mindestens 
zum Teil wohl so erklaren, daB die notwendige Sauerstoffmenge 
auch nicht momentan ausreichend in das Medium des Komple- 
mentes gelangt. Man muB aber auch die Moglichkeit erwagen, 
daB das Komplement in sauerstoffarmem Milieu in eine stabile 
Modifikation iibergeht. 
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Fiir die Chemie und biologische Wertung des Komple- 
mentes ist es jedenfalls von erheblichem Interesse, daB der 
Sauerstoff bei der Zerstérung dieser so labilen Substanz eine 
so ausschlaggebende Rolle spielt. Ohne Zweifel wird diese 
nunmehr sicher festgestellte Tatsache noch vielfach zur Er- 
klarung physiologischer und pathologischer Vorgiange heran- 
gezogen werden miissen. 

Vielleicht lassen sich die Beobachtungen auch praktisch 
verwerten, indem man versucht, das Komplementserum in Wasser- 
stoff-Atmosphiare zu konservieren. Ziemlich zahlreiche Versuche 
in dieser Richtung haben uns jedoch bisher noch nicht zu ein- 
deutigen Ergebnissen gefiihrt. Man kann niamlich steril ge- 
wonnene Sera in der Kélte und im Dunkeln in vollen Flaschen 
auch ohne Wasserstoffeinwirkung leidlich einige Zeit ohne starke 
Komplementzerstérung in fliissigem Zustande konservieren, so 
daB wir nicht mit Sicherheit entscheiden konnten, ob die Ver- 
drangung des Sauerstofis die Konservierung erleichterte. 








Ober die Aktivierung der Soja-Urease durch 
menschliches Serum. 






Von 


Rudolf Neumann. 







(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 5, Dezember 1914.) 







Nach den Untersuchungen von Jacoby und Umeda ist 
die von M. Falk im hiesigen Laboratorium zuerst festgestellte 
Auxowirkung tierischer Seren auf die Urease der Sojabohne 
im Serum verschiedener Tiere und auch des Menschen nach- 
weisbar. Ich habe nun gepriift, ob bei einzelnen menschlichen 
Individuen (gesunden und kranken) sich gréBere Unterschiede 
in bezug auf diese Serumwirkung nachweisen lassen. AuBer 
Serum wurden auch andere Korperfliissigkeiten auf ihre auxo- 
ureatische Wirksamkeit hin gepriift. 

Methodisch ging ich ganz so vor, wie auch sonst bei uns 
Ureasepriifungen ausgefiihrt wurden und wie es in den Arbeiten 
von Falk, Jacoby und Umeda, Jacoby und Sugga be- 


schrieben worden ist. 

Stets wurden fiir jede Probe 10 ccm einer frisch bereiteten 0,3°/, igen 
Lésung desselben Sojafermentpulvers verwandt. Es ist dieselbe Fer- 
mentdarstellung, die auch zu den Versuchen von Jacoby und Umeda 
diente. Ferner kamen in jeden Kolben 20 ccm Harnstoff (2°/, ig), 1 com 
Toluol und 1 ccm Olivenél. Das Serum wurde in den Kontrollen durch 
die gleiche Menge physiologischer Kochsalzlésung ersetzt. 

Die Fermenteinwirkung wurde meistens 21 Stunden im Brutschrank 
bei 38° vorgenommen, die Ammoniakbestimmung geschah, wie in den 
vorher erwahnten Arbeiten, mit Hilfe von Dampfdestillation. Fast 
immer wurden Doppelbestimmungen ausgefiihrt. 

Das Blut wurde aus der Armvene, meist morgens nach dem ersten 
Friihstiick, entnommen. Das Serum wurde daraus durch Absetzenlassen 
und Zentrifugieren gewonnen. Meist wurde das Serum noch an dem- 
selben Tage angesetzt, doch es biiBt, wie Versuche gezeigt haben, auch 
nach mehrtigigem Aufbewahren im Eisschrank nicht an Wirksamkeit ein. 
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Beziiglich der Kontrollen sei bemerkt: In der ersten Zeit wurden 
simtliche Kombinationen, die méglich sind, wiederholt angesetzt: nim- 
lich Harnstoff mit Serum, sowie Serum mit Sojalésung. Die folgende 
Tabelle ergibt die verschiedenen moglichen Kontrollen: 


Tabelle I. 
Brutschrankzeit 21 Stunden. 








2°/,ige Phys. : Resultat in /, -Saure 
Harnstoff- pone Kochsalz- a Aq. dest.) Doppel- | se 
lésung lésung ane soutien. | Mittel- 


ccm ecm com com mungen 











20 pe — 
20 mae ae 
ia 10 
ie aa 10 
20 2 10 
20 2 10 


aumowrno= || Nummer 




















Aus dieser Tabelle geht hervor, daB Serum mit Harnstoif 
und Serum mit Soja nur ganz minimale Mengen Ammoniak, 
die um 1,0 herum schwanken, ergibt. Diese Werte liegen vollig 
im Bereich der Fehlergrenzen. Dagegen wird beim Zusammen- 
bringen von Soja mit Harnstoff ungefahr 10 mal soviel Ammo- 
niak frei. Die Werte liegen hier um 10,0 herum. Die ersten 
beiden Kontrollen wurden bei den spiteren Versuchen weg- 
gelassen, dagegen lief stets bei allen Versuchsreihen eine Kon- 
trolle Harnstoff-Soja mit, um einen Vergleich mit der durch 
Serum gesteigerten Fermentwirkung zu haben. Das Serum 
wurde bei diesen Kontrollen durch physiologische Kochsalzlésung 
ersetzt. Die Werte liegen bei den gebrauchten Mengen Harn- 
stoff und Soja sowie 2ccm Kochsalzlésung zwischen einem 
Minimum von 6,4 und einem Maximum von 11,8. 


Tabelle II. 
20 cem Harnstoff (2°/,), Brutschrankzeit 21 Stunden. 





Normal- | Phys. Koch-| 0,3°/, ige Resultat 
serum salzlésung | Sojalésung Doppel- 


com ccm ecm bestimmungen 





Mittelwert 











10 -_ € 
10 102 «—«|««102 


10 87,2 
10 87,4 
_ 1,7 
_ 1,6 


87,3 
1,65 


oom cond || Nummer 
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Tabelle II gibt nun einen Normalversuch mit doppelten 
Kontrollen wieder. Das Serum stammte von einem gesunden 
Individuum. Es tritt hier sofort die miachtige steigernde Wir- 
kung des Serums auf die Soja-Urease hervor, die mehr als das 
8 fache der einfachen Ureasewirkung ausmacht (87,3: 10,2). Die 
Kontrolle Harnstoff-Serum ohne Urease ergibt wieder minimale 


Werte. 
Tabelle III. 


20 com Harnstoff (2°/,), 10 cem Soja (0,3°/,), Brutschrankzeit 22 Stunden. 

















Normalserum | Phys. N aCl-Lésung 
Nummer omnia | rie "a Resulat 
1 - | 4,0 6,15 
2 0,1 3,9 37,6 
8 0,5 3,5 76,9 
4 1,0 3,0 79,9 
5 2,0 2,0 81,2 
6 4,0 a 81,8 








Es wurde hier mit variierenden Serummengen gearbeitet, 
um vielleicht ein Optimum zu finden. Wie aus dem Versuch 
hervorgeht, steigt die Kurve zunichst steil an, um dann nur 
noch in sanfter Steigung weiterzulaufen. Wéahrend 0,1 ccm 
Serum schon eine sehr kraftige Wirkung entfaltet, besteht 
zwischen 0,5 und 4ccm Serum kein groBer Unterschied der 
Wirksamkeit. In meinen weiteren Versuchen wendete ich stets 
2 ccm Serum an, es hiatten aber auch schon 0,5 ccm vollauf 
geniigt. 
Tabelle IV. 

20 ccm Harnstoff (2°/,), 10 ccm Soja (0,3°/)), 2ccm Normalserum. 








Brutschrankzeit 
ineniion Resultat 


Nummer 

















1 2 14,4 
2 4 26,6 
3 6 35,9 
4 8 ~ 43,7 
5 11 57,5 


In der vorstehenden Tabelle IV wurde der Versuch nach 
verschieden langer Bebriitung unterbrochen. Es ergibt sich aus 
ihm, daB die Menge des zersetzten Harnstoffes mit der Zeit 
ansteigt. Ich wahlte fiir meine Versuche meist 21 Stunden, 
hauptsachlich aus Bequemlichkeitsgriinden, es hatte auch eine 
beliebige andere Zeit gewahlt werden k6énnen. 
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Tabelle V. 
20 com Harnstoff, 10 com Soja (0,3°/,), Brutschrankzeit 21 Stunden. 








Phys. Resultat 
Kochsalzlésung Doppel- Mittel- 
ecm ccm bestimmungen wert 


te) serum 
Nummer Normal 











‘ 9,1 
— 9,8 
2 inaktiviert -- 80,6 


9,45 
80,6 
77,85 


‘ = 
2 aktiv 77,8 
2 » - 77,9 
Nr. 3 und 4: Serum !/, Stunde bei 56° inaktiviert. 











Tabelle V zeigt, daB auch inaktiviertes Serum — */, Stunde 
bei 56° — eine sehr starke Auxowirkung besitzt, die in diesem 
Versuche sogar um ein geringes die Wirkung des aktiven 
Serums iibersteigt. 

Auch getrocknetes Serum und mehrere Tage im Eisschrank 
aufbewahrtes Serum verliert nicht an Wirksamkeit beziiglich 
der Ureaseverstaérkung, wie besondere, hier nicht aufgefiihrte 
Versuche beweisen. 

In der folgenden Tabelle VI sind nun 25 Seren verschie- 
dener Krankheitszustande angefiihrt. 


Tabelle VI. 

Bei allen, im folgenden aufgefiihrten Seren wurden die genau 
gleichen Versuchsbedingungen eingehalten: in jedem Kolben befanden 
sich: 1 cem Olivenédl, 1 ccm Toluol, 20 ccm einer 2°/,igen Harnstoff- 
losung, 2 ccm Serum, 10 ccm 0,3°/,iger Sojalésung, die in dieser Reihen- 
folge eingefiillt wurden. Die Brutschrankdauer betrug stets 21 Stunden. 
In der folgenden Tabelle sind deshalb nur die Diagnosen der unter- 
suchten Sera und die Resultate der Doppelbestimmungen, sowie der 
Mittelwert aus diesen angefiihrt. Das Serum ist mit wenigen Aus- 
nahmen morgens nach dem ersten Friihstiick entnommen. — In jeder 
angesetzten Versuchsreihe befand sich eine Kontrolle mit Kochsalzlésung 
statt Serum; die Zahlen hierfiir liegen, wie schon vorher angefihrt, 
zwischen 6,4 und 11,8. 





Resultat 
Klinische Diagnose Doppel- | wittel- 
bestim- | 
| wert 
| mungen | 


Poe a eee 





Perniailes Animie eh 811 
80,7 | : 
Typhus abdominalis poe 80,05 
Carcinoma ventriculi x 81,9 | 
81,75 





81,82 
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Tabelle VI attr nian 





Resultat 

Klinische Di Doppel- . 
inische Diagnose “tis Mittel- 
wert 


mungen 


Nummer 











Carcinoma uteri 82,8 
83,1 
Carcinoma uteri 79,7 
82,0 
Carcinoma pulmon 81,55 
80,75 
Phthisis pulmon 73,5 


oo Co 


TOO OMRON... 5 + 6 4 wo Wig 82,8 
82,4 
Myeloide Leukamie 82,6 
82,8 
Diabetes gravis 80,5 


Vitium cordis decompens 78,7 
81,9 
Insufficientia valv. mitral 81,0 
81,8 
Insuff. valv. Aortae u. Lues cerebrospin. 80,4 
79,7 
Tabes dorsalis 82,6 
81,5 
Nephritis chronica 79,6 
81,2 
Nephritis chronica 81,8 
81,6 
Nephritis chronica 81,2 
82,7 
Icterus durch SteinverschluB .... 82,1 
80,9 
Icterus infolge Carcinoma hepatis . . 84,5 
83,8 
Myoma uteri (Mediastinaltumor?). . . 83,6 
83,4 
82,6 
80,0 | 
85,1 | 
81,4 
81,3 | 
83,4 | 
82,1 
80,2 

82'7 | 99 
81,8 | 











Es geht aus den erhaltenen Ammoniakwerten hervor, daB 
simtliche Sera eine sehr starke Auxoureasewirkung besitzen, 
die ungefaihr das 8fache der einfachen Ureasewirkung aus- 
macht. Dagegen stellte sich keine nennenswerte Differenz bei 
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den verschiedenen Sera heraus, sondern es findet sich eine 
seltene RegelmaBigkeit und Konstanz der Sera in ihrem Ge- 
halte an auxoureatischer Substanz. Die Erwartung, daB man 
mittels dieser Methode vielleicht differential-diagnostische Unter- 
schiede erhalten kénnte, hat sich demnach nicht bestatigt. 
Immerhin ist diese auxoureatische Eigenschaft des mensch- 
lichen Serums und die GesetzmaBigkeit der Wirkung eine neue, 
interessante Tateache. 

Neben Serum priiften wir nun, wie die folgenden Ta- 
bellen VII und VIII dartun, noch einige andere Kérperfliissig- 
keiten auf ihren Auxoureasegehalt. 


Tabelle VII. 





Resultat 


Doppel- | yy: 
bestim- | — 
mung | 





Untersuchte 


Flissigkeit Klinische Diagnose 








Pleurapunktat 
2 com 
Pleurapunktat 
2 com 
Pleurapunktat 
2 com 
Pleurapunktat 
2 ccm 
Ascites 
2 com 


Pleuritisexsudat (Spez. 
Gew. 1013 (Tbe.?) . . 
Pleuritisexsudat nach 
Pneumonie 
Pleuritisexsudat bei Lun- 
gentumor..-... 
Transsudat bei dekom- 
pens. Aorteninsuffiz. 
Ascites bei Lues hepatis 





Tabelle VIII. 


76,2 
78,0 
79,9 
80,6 
81,6 
80,2 


77,8 





52,4 





53,1 








Untersuchte 
Fliissigkeit 


2 ccm 


Klinische Diagnose 








Lumbalpunktat 
Lumbalpunktat 
Lumbalpunktat 
Lumbalpunktat 
Lumbalpunktat 


Lumbalpunktat 


Meningitis tuberculosa. r 
Paralysis progressiva . . 
Lues cerebrospinalis . . 
Tabes dorsalis. . 
Traumat. Neurose 


Lues cerebrospinalis . . 





Resultat 
Doppel- . 
Seation: Mittel- 
wert 
ae 


13,6 

11,7 
9,5 
9,9 
8,0 
8,2 
91 
93 
R5 
8,25 


9,2 


8,37 





11,8 11,8 


Es ergibt sich also, daB Pleurapunktate ziemlich ebenso wirk- 
sam wie Serum sind, wahrend der untersuchte Ascites bedeutend 
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kleinere Werte aufweist. Es ist wahrscheinlich, daB der Gehalt 
der Fliissigkeit an Serum den Grad der Wirkung bestimmt. Die 
Lumbalpunktate erwiesen sich mit Ausnahme des Falles von 
Meningitis tuberculosa, wo eine geringe Steigerung vorhanden 
war, kaum als fermentsteigernd. Die Zahl der untersuchten 
Fille ist jedoch zu gering, um endgiiltige Schliisse ziehen zu 
kénnen, vielleicht mu8 man hier auch mit gréBeren Mengen 
arbeiten. Es ist leicht méglich, da8 dann Meningitisfalle, wo 
ja eine starkere entziindliche Exsudation stattfindet, noch 
hohere Werte ergeben, die differential-diagnostische Bedeutung 
gewinnen kénnten. Die Versuche sollen in dieser Richtung 
sowie auch noch in anderer Beziehung fortgesetzt werden. 


Zusammenfassung. 


Menschliches Serum verstarkt die harnstoffspaltende Wir- 
kung der Sojaurease ganz bedeutend, ungefihr um das 8 fache. 
Quantitative Unterschiede beziiglich dieser auxoureatischen 
Wirkung lieBen sich bei Seren der verschiedensten Krankheits- 
zusténde nicht feststellen, sondern es herrscht eine ganz ge- 


setzmaBige Konstanz des Auxosubstanzgehaltes. 

Pleurapunktate zeigen fast dieselbe Wirksamkeit wie Serum 
Lumbalpunktate sind unwirksam, den héchsten Wert zeigte 
ein Fall von tuberkuléser Meningitis. 








Das (serologisch faSbare) EiweiB des Honigs stammt 
von der Biene (Langer) und nicht aus dem Blitenstaube 
(Kiistenmacher). 

Von 
Joseph Langer, Graz. 


(Hingegangen am 8. Dezember 1914.) 


In seiner Publikation ,Die Chemie der Honigbildung* 
im 30. Bande dieser Zeitschrift behauptet Kiistenmacher 
unter anderem, daB das im Bienenbrote — mit diesem Namen 
haben die Bienenziichter den im Wachsbaue vorfindlichen Bliiten- 
staub belegt — und im Honig vorkommende EiweiB aus dem 
Pollen stammt; mit dieser Annahme tritt Kiistenmacher 
meinen Untersuchungsergebnissen entgegen. 

Unter Zuhilfenahme der biologischen EiweiBdifferenzierung 
habe ich im Jahre 1902 zuerst den Beweis erbracht und in 
einer zusammenfassenden Arbeit im Jahre 1909") in ausfiihrlicher 
Weise mitgeteilt, daB im Honig und Bienenbrote sich Eiweib- 
kérper finden, die sich auch in der Biene nachweisen lassen. 
Als Quelle dieses BieneneiweiBes im Honig und Bienenbrot 
bezeichnete ich den Speichel der Biene, der beim Sammeln von 
Nektar und Bliitenstaub in diese beiden Naturprodukte gelangt 
und bei ihrer Weiterverarbeitung im Stocke noch eine Konzen- 
trierung erfahrt. Kiistenmacher schreibt nun (Seite 243): 


»Den Irrtum Langers, daB das Hiwei® durch den Speichel der 
Biene in das Bienenbrot gelangt ware, brauche ich hier nicht zu wieder- 
legen, da ich schon anderen Ortes gezeigt habe, welche Hauptbestand- 
teile sich im Pollen, d. h. im Spermatoplasma, befinden, die nicht erst 
mit dem Speichel hineingelangen. AuBerdem habe ich den Beweis auch 
direkt erbracht, und somit fallt durch diesen Beweis die gesamte 
Speichelfitterungslehre.“ 


Als Hauptbestandteile des Pollens fiihrt Kiistenmacher 
an (Seite 242): 


yim Pollenmagen wird der Pollen durch das den Ammen gleich- 
zeitig zugefihrte Wasser gequellt. Der Pollen Offnet sich und entleert 


1) Arch. f. Hygiene 71. 
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seinen Inhalt, das Spermatoplasma, eine Milch, die aus gelésten Proteinen 
(Eiwei8k6rpern), Zucker (meist Trauben- resp. Invertzucker) und fettem 
Ol besteht.“ Der Pollenmagen besitzt nach Kiistenmacher eine recht 
geringe Verdauungskraft, welche die Pollenschalen weder angreift, noch 
aus ihrem Zusammenhange lést. ,Eine gréBere Wahrscheinlichkeit“, 
schreibt Kiistenmacher weiter, ,hat daher meine zweite Annahme, 
die wegen Fehlens der Pepsin abscheidenden Magendriisen dem Pollen- 
magen nur das Verdauen eines fertigen Substrates zuerkennt. Die Brut- 
milch des Pollenmagens ist das Spermatoplasma des Pollenkorns, das 
bei der Pflanze die zur Befruchtung der Bliite nétigen Pollenschliuche 
treibt. Ebenso wie hier das Spermatoplasma durch die Wandung des 
Embryosackes diffundiert, kann es auch durch die Magenwand des Pollen- 
magens diffundieren, und es wire wohl hier die Annahme berechtigt, daB 
wir im Spermatoplasma solche Proteine vor uns haben, die ohne weiteres 
wegen ihrer kleinen MolekiilgréBe durch die Magenwand als Chylus 
wandern kénnen.“ 


Als direkte Beweisfiihrung fiihrt Kiistenmacher an, daB 
es ihm durch Einbringen von reinem Bliitenstaub in sterilisierte 
Rohrzuckerloésung gelang, eine energische Invertierung der letz- 
teren herbeizufiihren. 


»Durch diesen Versuch“, schreibt K., ,ist der direkte Beweis er- 
bracht, daB der Pollen selbst die nativen Eigenschaften der 
Invertase enthaélt und der Speichel im Bienenbrot diese Wir- 
kung nicht erhdht resp. der Bienenspeichel nicht erst die Invertase 
in das Bienenbrot hineinbringt. 

Durch die weitere serologische EiweiSdifferenzierung Langers ist 
nun bewiesen, da8B diese Invertase derselbe EiweiBkorper ist, wie er im 
Honig, im Futtersaft und im Kérper der Larven und der ausgebildeten 
Bienen vorhanden ist. Die Honiginvertase ist also nicht arteigenes Se- 
kret der Honigbiene, sondern wird von Pflanzen im Spermatoplasma des 
Pollens gebildet und kommt aus dem Pollenmagen der Biene durch den 
VerschluBkopf in den Honigmagen und wird in diesem dem aufge- 
nommenen Nektar einverleibt. Mit diesem EiweiBk6rper gelangen noch, 
wie wir spater sehen werden, andere Kérper aus dem Pollenmagen in 
den Honig, die auch dem Pollen entstammen.‘ 


Zunachst méchte ich richtigstellen, daB die Prioritét der 
Entdeckung einer Invertase im nativen Pollen Erlenmayer 
und v. Planta (1874) zukommt. Wenn Kiistenmacher glaubt, 
ich nahme an, daB durch den Speichel der Biene das EiweiB 
in den Pollen gelangt, so ist er in das Wesen meiner Arbeit 
nicht eingedrungen; schon seit Jahrzehnten wissen die denken- 
den Imker, daB das Bienenbrot der Stickstoffspender bei der 
Ernahrung ,des Biens“ ist. 

In recht iibersichtlicher Weise behandelt Schénfelds be- 
kannte Monographie (1897) die einschlagigen Fragen. Wir er- 
fahren dort, daB bereits 1872 Schneider und 1885 v. Planta 
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die ersten Mitteilungen tiber den quantitativen Gehalt von 
EiweiBkérpern bei verschiedenen Pollenarten erbracht haben. 

Die biologische Methode der EiweiBdifferenzierung er- 
weiterte nun unsere Kenntnisse in dieser Frage durch die 
Beweisfiihrung, daB sich im Bienenbrote neben den originaren 
pflanzlichen EiweiBkérpern auch noch von der Biene stammendes 
EiweiB befindet. Zwischen dem Pollen in der Bliite, dem 
von der Biene eben gesammelten und von dem letzten FuBb- 
paare in der bekannten Packung der ,Hoéschen“ einge- 
tragenen Bliitenstaub, sowie dem in dem Wachsbaue 
vorfindlichen ,,Bienenbrote* bestehen nun recht wesentliche 
Unterschiede; erst eingehende systematische Untersuchungen 
werden diese Verhiltnisse klaren kénnen. Als feststehend méchte 
ich auf Grund eigener diesbeziiglicher, noch nicht abgeschlossener 
Untersuchungen heute zusammenfassend bloB hervorheben, daB 
Nektar und Bliitenstaub vom Moment ihrer Aufnahme durch 
die sammelnde Trachtbiene bis zu ihrer vollendeten ,,Rei- 
fung“ im Wachsbaue eine weitgehende spezifische Be- 
einflussung durch die Stockbienen erfahren; letzteren aber 
kommen je nach ihrem Alter und je nach dem physiologischen 
Zustande des Biens verschiedene physiologische Aufgaben zu. 

In meiner im Jahre 1909 mitgeteilten Arbeit habe ich 
erwaihnt, daB es mir nicht méglich war, durch Anwendung 
entsprechend hergestellter Antisera Beweise fiir das Vorkommen 
von aus honigenden Pflanzen stammendem EiweiB im Honig 
zu erbringen. Die Behauptung Kiistenmachers, das Honig- 
eiweiB stamme aus dem Pollen, erregte deshalb mein vollstes 
Interesse, und es lag mir viel daran, diese Annahme entweder 
zu stiitzen oder zu stiirzen. Ich wahlte auch hierzu wiederum 
die biologische Methode. 

Nach Kiistenmacher ist das HonigeiweiB reines Pollen- 
eiweiB; unter dieser Annahme miiBte es einerseits méglich sein, 
durch Injektionen von HonigeiweiB Antisera zu gewinnen, die 
mit den wasserigen, eiweiBhaltigen Extrakten natiirlicher Pollen 
Niederschlage geben. Es miiBte andererseits aber auch moglich 
sein, durch Injektion von natiirlichen Pollen, bzw. deren wisse- 
rigen Extrakten Antisera auf HonigeiweiB zu erzeugen. Ich in- 
jizierte nun die EiweiBkérper aus Honigen verschiedener Prove- 
nienz und hebe hier besonders hervor, daB die Gewinnung 
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der Honigeiwei8kérper durch Ammonsulfatfallung erst nach Fil- 
trieren der Honiglésungen erfolgte. Dies geschah deswegen, um 
die in den einzelnen Honigen, wenn auch immer nur in klein- 
sten Mengen, vorfindlichen Pollenkérner wegzubringen. Un- 
beachtet gelassen hatte dieses Moment vielleicht doch zu 
Tauschungen Veranlassung bieten kénnen. 

Die wisserigen Pollenextrakte stellte ich mir in der Weise 
her, daB ich abgewogene Mengen selbst gesammelten Pollens 
(HaselnuB, Erle, Sahlweide, Léwenzahn) intensiv mit feinstem 
sterilen Kieselsand verrieb, sodann filtrierte, zentrifugierte und 
nochmals filtrierte. Diese klaren Extrakte wurden sowohl als 
Testantigene fiir die HonigeiweiBsera, wie auch als Antigene zur 
Erzeugung von Antiserum verwendet. 

Es gelang mir nun niemals durch Zusammenbringen 
der einzelnen hochwertigen HonigeiweiBantisera mit 
den Extrakten der obengenannten Pollensorten Nieder- 
schlige zu erreichen; es ergaben aber auch anderer- 
seits die hochwertigen PolleneiweiBantisera mit den 
verschiedenen HonigeiweiBlésungen niemals Nieder- 
schlage. Diese negativen Resultate besagen, daB Honig- 
eiweiB und PolleneiweiB kein EiweiBmolekiil gemein- 
sam haben, das als Antigen nach Injektion ihrer L6- 
sungen die Bildung homologer Priacipitine veranlassen 
miBte. HonigeiweiB und PolleneiweiB sind zwei differente 
EiweiBkérper; das erstere laBt sich serologisch als von der 
Biene abstammend erkennen, fiir das Vorkommen von Pollen- 
eiweiB im Honig aber konnten bisher auch mit der spezifischen 
biologischen Methode keine Beweise erbracht werden. 

Die Umwandlung der im natiirlichen Haushalte vorfind- 
lichen Kohlenhydrate zum Honige, sowie des Bliitenstaubes zum 
Bienenbrote ist uns heute doch soweit geklart und auch experi- 
mentell gesichert, daB die Sekrete der Speicheldriisen es sind, 
mit denen das BieneneiweiB in den Honig und ins Bienenbrot 
gelangt. Die Speichelfiitterungslehre aber ist durch die 
Hypothesen Kiistenmachers nicht zu Falle gebracht 
worden, wohl aber durch meine Ergebnisse ihre Wieder- 
geburt angezeigt. 
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Cber den Fettgehalt und die biologische Bedeutung des- 
selben fiir die Fische und ihren Aufenthaltsort, sowie 
iiber den Fettgehalt je nach dem Alter der Fische. 
Von 
Osw. Polimanti. 

(Aus der physiologischen Abteilung der Zoologischen Station zu Neapel.) 
(Eingegangen am 9. Dezember 1914.) 


In einer im vergangenen Jahre 1913 veréffentlichten ersten 
Mitteilung’') tiber den Fett- und Wassergehalt vieler Fische 
des Golfes von Neapel gelangte ich nach Analysen, die ich 
von Ende Juni bis zu den ersten Augusttagen an Exemplaren 
ausfiihrte, die eben lebend aus dem Meere ins Aquarium ge- 
bracht worden waren, zu in biologischer Hinsicht ziemlich 
wichtigen SchluBfolgerungen, wie Fage und Legendre?) an- 
erkannten, die sich fast gleichzeitig mit mir, wie wir spiater 
sehen werden, damit beschaftigten, ein dem meinigen ahnliches 
Thema zu studieren. Die Resultate meiner Versuche fiihrten 
mich zum Schlusse, da8 die benthonischen Fischarten eine ge- 
ringere Fettmenge und eine gréBere Wassermenge den nekto- 
nischen Fischarten gegeniiber enthalten, die eine viel gréBere 
Fettmenge und eine viel geringere Wassermenge haben. Ich 
folgerte deshalb, daB bei den Fischen die Anlage zum Schwimmen 
und das spezifische Gewicht in enger Beziehung zueinander 
stehen; letzteres steht in intimen Beziehungen zum Gehalt an 
Fettstoffen und hangt zum guten Teil davon ab. Diese meine 


Hypothese wurde nicht nur durch meine obenerwahnten Ver- 
suche bestitigt, sondern auch durch die von Hjort und Lea*) 


1) O. Polimanti, Uber den Fettgehalt und die biologische Be- 
deutung desselben fiir die Fische und ihren Aufenthaltsort. Vorlaufige 
Mitteilung. Diese Zeitschr. 56, 439 bis 445, 1913. 

*) L. Fage et R. Legendre, Teneur des sardines en eau et en 
matiéres grasses. Compt. rend. Soc. Biol. 76, 284, Séance du 21 Février 1914. 

8) J. Hjort and E. Lea, Report on the International Herrings- 
Investigations during the year 1910. Publ. de circost. du Conseil per- 
manent international pour l’exploration de la mer, 1911, Nr. 61. 
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bei den Cupleidae und beim Hering (Clupea harengus) sowie 
von Lund’) bei der Sprotte (Clupea sprattus) und von Fage 
und Legendre®) bei Sardinen (Clupea pilchardus) ausgefiihrten 
Untersuchungen. Es ergibt sich naimlich aus den Versuchen 
dieser Autoren offenbar, da diese drei Wanderfische im Sommer 
an der Oberfliche leben und alsdann reich an Fett sind; im 
Winter dagegen leben sie in der Tiefe und sind alsdann reich 
an Wasser, armer an Fett. 

In meiner ersten Abhandlung deutete ich darauf hin, daB 
ich diese Studien iiber den Fett- und Wassergehalt von Fischen 
verschiedener Spezies fortsetzen wiirde, um zu versuchen, diese 
meine Hypothese immer mehr zu bestatigen, wie auch um zur 
Lésung anderer Fragen zu gelangen, die experimentell zu losen 
ich mir vorgenommen habe. Diese zweite Reihe von Unter- 
suchungen habe ich an verschiedenen Fischarten mit vonein- 
ander verschiedenem Wohnort von Ende Juli bis Anfang August 
dieses Jahres (1914) durchgefiihrt, d.h. also in dem nimlichen 
Zeitraum des Jahres, in dem die Untersuchungen des Jahres 
1913 gemacht wurden, so daB eine Vergleichung der verschie- 
denen Resultate moglich ist. 

Sobald die Fische lebend aus dem Meere anlangten und 
hierauf in die Laboratorien des Aquariums gebracht worden 
waren, wurden sie gewogen und dann in einen feinen Brei 
verwandelt. Wie bei den ersten Experimenten wurden sie als- 
dann in einem Ofen bei 105° bis zur Erhaltung eines kon- 
stanten Gewichtes getrocknet, worauf das Fett mit Schwefel- 
ither in einem Soxhletschen Extraktionsapparat waihrend einer 
Dauer von 12 Stunden extrahiert wurde; diese Zeit geniigte, 
wie angestellte Versuche ergeben hatten, damit das Fett durch 
den Ather ganz extrahiert wurde. 

Ich bringe die erhaltenen Resultate in Gestalt einer Tabelle 
(Tabelle I), auf der ich die Zahl der untersuchten Fische, ihre 
Lange und endlich den Prozentgehalt des Wassers und des 
Fettes, das sowohl in der frischen Substanz als in der bei 
105° getrockneten Substanz enthalten war, verzeichnet habe. 


*) O. Sund, Underskelser over Brislingen i Norske Farvand. Aar- 
beret vedk. Norg. Fisk. 1911. 
*) loc. cit. 
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Tabelle I. 
nw Remadage leaner deri Gewicht} gS [SSai8 o 1 
Name und Art Zahl der|antweuch:| der | 3& egies sg Bemerkungen 
der suchten ten Fische| ftischen | $= $ESe°E4S) tiber dep Wohnort der 
untersuchten Fische | Fische | | mene || Fe 322 =A! untersuchten Fische 
a ; & 1 er es 
A. Wandernde Seefische: 
Clupea pilchardus Art.')| 10 — | 225,00'69,201!6,298 20,447 | Lebt verschiedene Kilometer 
von der Kiiste entfernt, wo- 
{ hin er Streifziige macht, um 
den an Plankton reichen Stré- 
| ' mungen zu folgen. 
Mugil chelo Cuv.*) 1 1300,00 70,983 3,659 12,609 | Lebt in geschiitzten Meerbusen. 
Engraulis encrasicho- 
lus L.t) . 21 — | 358,00)75,265)2,260 9,133 | Findet sich sehr haufig an der 








Mittel |71,816 4,072) 14,063 


Oberfliche des Meeres und 
weit auf offener See. 


B. Kiistenbewohner am Gestade, leben zwischen den Klippen in verschiedener Tiefe: 


Labrus turdus C. V. 


Serranus scriba Cuv. 
Motella tricirrata BI. 


Scorpaena scrofa L.') . 


Congromuraena balea- 


rira Ep.) ..... 
Blennius gattorugine 
Wess a Sots 


Heliastes chromis Gthr. 


Scyllium canicula L.*) . 
Oblata melanura C. V. 


Trachurus trachurus L. 


Sargus rondeletii C. V. 
Conger vulgaris Cuv.') 








1 | 10 

2 |18—15,5 

4 |19,5—2 

3 ae 
232] — 

5 aie 

3 | 7-95 
2429) 

3 |12,5—14) 

2 | 65—7 | 

5 

9 ae 


1 
| 


99,75)72,280/6,649\14,341 
| 78,85 62,777 4,946 13,628 
284,35 77,021 4,356 10,009 


| 
226,50 75,121/1,795 7,211 
| 


75,00177,415)1,529 


| 85,75. 74,565)1,634 
29,90 81,605'2,990 


6,768 


6,422 
5,500 





5,315 


5,202 


| 835,00 73,295) 1,420 
79,55 56,328|2,204 
| | 


9,50 63,157/1,831| 4,971 
| ' { 


/8—12,2|  72,30'58,506/1,788) 4,311 


68,79)77,213.0,860| 3,774 





Mittel 70,773|2,666| 7,287 


Zwischen den Klippen und auf 
den Graswiesen von Posi- 
donia bis zu 30 m Tiefe. 

Hiufig unter den bis zu ca. 50 m 
tiefen Klippen des Gestades. 

Unter den bis zu ca. 50 m tiefen 
Klippen und auf den Gras- 
wiesen von Posidonia. 

Auf dem klippen- und schlamm- 
reichen Grund bis zu einer 
Tiefe von 500 m. 


Gewohnlich auf Detritus und 
Schlamm enthaltend. Grund. 


Wohnt unter d. Klippen in einer 
Tiefe von wenigen Metern. 
In zahireichen Scharen unter d. 

Klippen am Gestade des Po- 
sillip, b. Mergellina u. Nisida. 
Unter den Klippen und auf wei- 
chem Grund 20 bis 400 m tief. 
In zahlreichen Scharen lings 
der Klippenreihe von Mer- 
gellina und Via Caracciolo. 
Die erwachsenen Fische leben 
in einer Tiefe von 300 m und 
mehr unter den Klippen. 
Hiufig unter d.Klippen d. Kiiste. 


In einer Tiefe von wenigen bis 
zu 1000 m. 


C. Im Sande des Gestades leben in der Maximaltiefe von ca. 100 m: 


Torpedo ocellata Raf.*) 


Julis turcica Risso 


Labrax lupus Cuv. 


Solea ocellata L.') 
Trachinus draco L.') 


Rhomboidyctis pod. L.*) 





28¢ 








| 920,00'78,620 


1,405} 6,100 
45,98|57,30712,588) 

|1450,00 62,765 |1,574 5, 

| | 

387,50\73,77 

282,40/71,519|1,348| 

$10,50|78,116|0,323) 


1,429) 5,448 
4,730 


1,474 








Mittel 70,334/1,444)| 4,946 





Vorzugsweise im sandig. Grund 
des Gestades (4 bis 15 m), sel- 
tener auf dem Detritus und 
Schlamm enthaltend. Grund 
in einer Tiefe von 5 bis 100 m. 

Verborgen auf dem sandigen 
Grunde des Gestades. 

Lebt in der Nahe der Seektisten, 
namentl. wo sich die Wellen 
brechen, um sich der Tiere 
zu bemichtigen. 

Lebt auf sandigem Grund. 


Lebt ausschlieBl. auf dem san- 
digen Grunde des Gestades. 
Lebt auf dem sandigen Grunde 

der Kiiste. 


1) Betreffen Resultate der in der ersten Abhandlung (I. c. S. 442) 
veroffentlichten Experimente. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 








. Gewicht! 43 |8838 lf 2 

Name und Art Zahl der {Lange der der | $6 [FSS E558 

unter- | & S | See 4 

der suchten |ten Fische) yor ong | s 2 IS&6 3° 2s 

untersuchten Fische | Fische | Pische a Me a 
cm } oe tt ot oS 














Bemerkungen 
tiber den Wohnort der 
untersuchten Fische 





D. Unter den Algen des Gestades (Graswiese von Posidonia) und Strauchern leben in einer 


_ von nicht mehr a 50 m: 


Cristiceps argentatus 
ee ee eee 18 
Hippocampus guttula- 


| 
35-78 22,49 (78,721) 1198 4,483 


Ger. oe es 64 2 9—10 | 26,800'75 2080, 907) 8,654 
Siphonostoma _ronde- | | 
letii de la R. | 4 | 19—26| 21,40061,51911,067! 2,766 





Mittel |70,148/1,027| 3,634 


Haufig unter den Algen des Ge- 
stades, wo wenig Wasser ist. 


Auf Sand und Detritus entha!-. 
tendem Grund und auf des 
Graswiesen von Posidonia. 

Auf Detritus enthaltend. Grund 
und sehr haufig auf den Gras- 
wiesen von Posidonia. 


E. Im Schlamm verborgen bis zu einer Tiefe von 100 bis 800 m leben: 


Mullus barbatus L.. . 4 /|10,2-12,5| 77,30 |75,032)1,039| 4,162 


Uranoscopus scaber L.") 2 — {120,00 cages a 2,600 


Trigla corax Bp... . 1 22 88,00 69,829 0,895 1,314 


Lebt auf Detritus u. Schlamm 
enthaltendem Grunde bis zu 
einer Tiefe von 300 m u.mehr 

Lebt vergraben in Sand und 
Schlamm enthaltend. Grund 
in einer Tiefe von wenigen 
bis 100 m. 

Lebt in groBen Tiefen (400 bia 
800 m) in der Umgegend des 
Golfes von Neapel. 

Zieht das schmutzige Wasser 


Gobius paganellus L."'). 


Cyclothone 
Gant. 0. 8 =: 














130,48 |77,145/0,255) 1,115 
Mittel |75,032/0,567| 2,297 
F. In der Tiefe wohnt (in Tiefen von 1000 bis 1200 m): 


microdon | } | | 
| 14/,—3 | 26,7 |86,142)0, 


der Hiafen vor. 











Die Fische sind, je nach ihrem Wohnort, in Kategorien angeordnet 
und in jeder Kategorie, wie man sieht, in absteigender Ordnung, 
je nach ihrem Prozentgehalt an Fett, angefiihrt. Ich habe auch 
die in meiner oben zitierten ersten Abhandlung erhaltenen Re- 
sultate verwendet, damit die in dieser zweiten Arbeit erhaltenen 
Resultate wechselweise dadurch ergiinzt werden kénnten. 

Um sie je nach ihrem Wohnort zu ordnen, habe ich zum 
Teil namentlich die Abhandlung von Lo Bianco®*) beniitzt, 
in der sich sehr genaue biologische Angaben iiber die Fauna 
des Golfes von Neapel befinden, zum Teil die Kenntnisse ver- 
wertet, die ich mir in dieser Hinsicht bei Gelegenheit eines 
langen Aufenthaltes im Neapler Aquarium angeeignet hatte. 


1) Betreffen Resultate der in der ersten Abhandlung (I. c., S. 442) 
veroffentlichten Experimente. 

*) Lo Bianco, Notizie biologiche riguardanti specialmente il periodo 
di maturita sessuale degli animali del Golfo di Napoli. Mitteilungen 
aus der Zoolog. Station zu Neapel 19, 4. Heft, S. 513 bis 763, 1909. 


0 oss| 0,269 | Lebt in Tiefen v. 1000 bis 1200 m 


grea 
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Eine auch nur oberflachliche Priifung aller von mir er- 
haltenen und in Tabelle I und Tabelle I in der ich der 
gréBeren Klarheit halber den Prozentgehalt an Wasser und an 
Fett der frischen Substanz und der Trockensubstanz der zur 
Untersuchung dienenden und je nach ihrem Wohnort in Ka- 
tegorien geordneten Fische angefiihrt habe —- zusammen- 
gestellten Resultate fiihrt uns zur Bestitigung dessen, was ich 
in meiner ersten Abhandlung feststellte, daB naimlich in dem 
MaBe, wie wir von Nekton zum Benthos hinabsteigen, die 
Fische mehr Wasser und weniger Fett enthalten, und da8 sie 
umgekehrt, wenn wir wieder vom Benthos zum Nekton auf- 
steigen, weniger Wasser und eine gréBere Fettmenge enthalten. 




















Tabelle IL. 
Fett-Prozente Feti-Prozente 
Einteilung der Fische je nach en der frischen der Trocken- 
ihrem Wohnort — Substanz substanz 
u o g 
A. Wandernde Seefische . ee 71,816 4,072 14, 063 
B. Kiistenbewohner (unter den | 
MES. o's x a a 70,778 2,666 7,287 
C. Kiistenbewohner (im Sande 
des Gestades) ..... 70,334 1,444 4,946 
D. Kiistenbewohner (unter den 
Algen des Gestades) 70,148 1,027 | 3,634 
E. Kiistenbewohner (im | 
DMD a ee es 8 75,082 | 0,567 2,297 
F. In der Tiefe wohnende . 86,142 | 0,035 | 0,269 





Wollen wir die Unterschiede im Prozentgehalt an Fett 
und an Wasser der Trockensubstanz zwischen den verschiedenen 
Gruppen von untersuchten und nach ihrem Wohnort in Klassen 
gebrachten Fischen feststellen, so erhalten wir Zahlen, die das 
oben Gesagte bestitigen und immer mehr erlautern. 


Tabelle III. 
Unterschiede, betreffend den Prozentgehalt an Fett der Trockensubstanz, 
zwischen den verschiedenen Gruppen von Fischen. 


A— B=6,776 A— Mittel von BCDE (4,541) = 9,522 
B—C=2,341 Mittel von BCDE—F.. . = 4,272 
C —D==1,312 SS Serer rarer SS == 13,794 
D— E= 1,337 
E — F = 2,028 
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Tabelle IV. 


Unterschiede, betreffend den Prozentgehalt an Wasser, zwischen den 
verschiedenen Gruppen von Fischen. 


A —Mittel von BCDE (71,571). . . == 0,245 
F — Mittel von BCDE....... = 14,571 
DP aalio Seck e eslgece Seer = 14,326 


Eben um aus diesen Experimenten die der Wahrheit am 
meisten entsprechenden SchluBfolgerungen zu ziehen, wollte ich 
die Mittel aus einer ziemlich groBen Zahl von Beobachtungen 
entnehmen; ich habe auch die der ersten Arbeit hinzugefiigt 
und werde mich bemiihen, auf Grund dieser Mittel die sich 
daraus ergebenden Tatsachen richtig festzustellen. 

Was den Fettgehalt anbelangt, so ist dieser am gréBten 
bei den wandernden Seefischen, viel geringer bei den an den 
Meereskiisten wohnenden und nimmt bei diesen Kiistenfischen 
allmahblich stufenweise ab von denen, die unter den Klippen 
leben, bis zu den im Sande des Gestades lebenden, dann den 
in den Algen am Gestade und endlich den im schlammigen 
Grund sich aufhaltenden. Kurz, wie es scheint, bestimmt stets 
eben die Tiefe, in der sie leben, den Fettgehalt bei diesen 
Tieren, da wir tatsachlich bei den Fischen der Tiefe Fett nur 
in minimaler Menge finden. 

Was sodann den Wassergehalt betrifft, besteht ein Unter- 
schied zwischen den wandernden Seefischen und den Kiisten- 
fischen, der jedoch nicht groB ist, wie sich deutlich aus Ta- 
belle IV ergibt. Dies erklart sich leicht, wenn man stets an 
den Wohnort denkt: es kénnen namlich viele Seefische, wie 
Engraulis encrasicholus L., bis zur einer Tiefe von 50m ge- 
fangen werden (Lo Bianco, zitierte Arbeit, S. 715), und viele 
von diesen steigen allmahlich zur Winterszeit, wenn die Tem- 
peratur an der Meeresoberfliche immer mehr abnimmt, in die 
Tiefe, wie z. B. Apogon rex mullorum Cuv., Balistes Capriscus 
L. und noch andere Fische. Und deshalb muB der Wasser- 
gehalt bei diesen beiden Kategorien von Fischen, d. h. den 
Pelagischen- und Kiistenfischen, nahezu gleich sein. GewiB be- 
steht ein interessantes Studium, das durchzufiihren ist und 
z.T. schon von mir begonnen wurde, darin, die Schwankungen 
zu untersuchen, die die chemische Zusammensetzung der Fische 
wahrend der verschiedenen Jahreszeiten erfaihrt. Auf diese 
Weise kénnen viele héchst wichtige Fragen aus dem Gebiete 
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der Biologie aufgeklart werden; ich bin der Ansicht, da z. B. 
die periodischen Wanderungen, die sowohl in der Entfernung 
von bestimmten Platzen als auch im Aufsuchen von Tiefen be- 
stehen, endlich eine angemessene Erklirung finden kénnen. 
Und so lieBe sich auch von vielen anderen Fragen der Meeres- 
biologie, die bis auf den heutigen Tag noch ihrer Lésung 
harren, sagen: die Beobachtungen sind mit Flei8 gemacht 
worden, die Tatsachen liegen vor, aber es fehlt noch immer 
eine annehmbare Erklarung. 

Ein enormer Unterschied im Wassergehalt besteht zwischen 
Pelagischen- und Kiistenfischen im Vergleich mit den in un- 
geheuren Tiefen lebenden. Meine Beobachtungen beziiglich 
dieser Fische der Tiefe haben sich bis jetzt nur auf eine Art 
beschrinkt: Cyclothone microdon Giinther, eben wegen der 
Schwierigkeit, sich diese Tiere zu verschaffen. Hoffentlich 
werde ich bald andere Arten erhalten kénnen, die im Golf 
leben (z. B. Pristiurus), und ich glaube, daB, wenn ich sie in 
bezug auf ihren Fett- und Wassergehalt analysiert habe, die 
hierbei erhaltenen Resultate das hier Beobachtete und Er- 
lauterte bestatigen werden. 

Es entsprach also der Wahrheit, was ich in der ersten 
Abhandlung auf Grund jener vorlaufigen Versuche behauptete, 
daB namlich die nektonischen Fische beim langeren oder kiirzeren 
Verweilen an der Oberfliche durch eine grdéBere Fettmenge 
unterstiitzt werden, die in wunderbarer Weise die Funktion 
der Schwimmblase unterstiitzt und vervollstindigt. Dagegen 
finden wir, wenn die betreffende Fischart mehr oder minder 
seBhaft und deshalb das Schwimmen verhaltnismaBig beschrankt 
ist, eine geringere Fettmenge und eine groéBere Wassermenge, 
gleichzeitig aber eine mehr oder weniger im rudimentiren Zu- 
stand befindliche Schwimmblase. Wir miissen also annehmen, 
daB die funktionellen Beziehungen zwischen Schwimmblase und 
Fett- und Wassergehalt sehr intim sind und sich gegenseitig 
erginzen, um die Bewegungen bei diesen Tieren zu begiinstigen. 

In meiner ersten Abhandlung wies ich hin auf die hohe 
biologische Bedeutung der vertikalen Wanderungen der Eier 
und der Fischembryonen, die eben insbesondere durch den 
Fettgehalt verursacht werden. Ich bemerkte auch, daf viele 
Fische, die im erwachsenen Zustand benthonisch sind, im Larven- 
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zustand nektonisch sind (Pleuronectiden, Trachiniden), was eben 
durch eine gréBere Fettmenge, die sie enthalten, und durch 
eine im jugendlichen Zustand verhialtnismaBig mehr als im 
erwachsenen Zustand entwickelte Schwimmblase bedingt ist. 

Ich halte es fiir interessant, hier die ersten Resultate von 
Untersuchungen zu verdffentiichen, die von mir iiber den Fett- 
und Wassergehalt mit denselben analytischen Methoden, auf 
die ich oben hinwies, bei einigen Fischarten im jugendlichen 
und im erwachsenen Zustand ausgefiihrt wurden. Ich behalte 
mir vor, diesen vorlaufigen Untersuchungen andere, schon be- 
gonnene, ahnliche tiber deutlich nektonische und deutlich ben- 
thonische Fischarten folgen zu lassen, indem ich sie vom Ki 
bis zur erwachsenen Form verfolge. Auf diese Weise kénnen 
neue Tatsachen aufgeklart werden und viele bis jetzt nicht 
geléste biologische Fragen kénnen eine Erklarung finden. 

Aus den Resultaten, die ich in der vorstehenden Tabelle V 
sowohl hinsichtlich des Wasser- als des Fettgehalts der unter- 
suchten Fische angefiihrt habe, lassen sich SchluBfolgerungen 
ziehen, die das immer mehr bestatigen, was ich in meiner 
ersten Abhandlung wie auch im ersten Teile dieser Arbeit fest- 
gesiellt hatte. 

Crenilabrus und Mugil halten sich im jugendlichen Zustand 
stets mehr an der Oberfliche, sowohl in der Nahe der Kiiste 
als in den Strémungen am Gestade, wie auch auf offener See, 
als es die erwachsenen Formen tun; nun wohl, die ersteren 
haben in Vergleich mit den letzteren eine groBere Fett- und 
eine geringere Wassermenge. Die Unterschiede sowohl im Fett- 
als im Wassergehalt sind fast gleich Null bei Blennius, weil 
diese Fische sowohl in den jugendlichen als in den erwachsenen 
Stadien unter den Klippen untereinander vermengt stets in der- 
selben Tiefe wohnen. Die erwachsenen Formen von Box hin- 
gegen sind viel beweglicher als die jugendlichen Formen und 
deshalb enthalten sie eine geringere Wassermenge und eine 
gréBere Fettmenge. Julis endlich lebt in den jugendlichen 
Stadien in verhaltnismaBig seichten Gewassern und kann als 
eine nektonische Form betrachtet werden, wahrend in dem 
MaBe, wie er sich allmiahlich entwickelt, eine deutlich ben- 
thonische Form wird und fast ausschlieBlich im Sande ein- 
gewiihlt lebt. Nun beobachten wir aber bei Julis, da wir in 
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den jugendlichen Stadien eine geringere Wassermenge und eine 
groBere Fettmenge als im erwachsenen Zustand finden. 

Eine letzte Reihe von Untersuchungen habe ich bei Tor- 
pedo ocellata ausgefiihrt und diesen Fisch sowohl nach Wasser- 
als Fettgehalt analysiert, indem ich mit Exemplaren begann, 
die noch im Uterussack enthalten waren, bis zu ganz erwachsenen 
Exemplaren. Um mégliche Fehler zu vermeiden, untersuchte 
ich lauter Exemplare mannlichen Geschlechts, was man wohl 
versteht, wenn man bedenkt, da8 namentlich in den erwach- 
senen Stadien, wenn ich Individuen weiblichen Geschlechts 
verwendet hatte, die in den Eiern enthaltene groBe Fettmenge 
zu irrtiimlichen Erérterungen hatte fiihren kénnen, wenn ich 
diese Daten mit den aus den Analysen der miannlichen Indi- 
viduen erhaltenen vergliche. Bei den Selachiern habe ich diesen 
Umstand schon in einer anderen Arbeit’) hervorgehoben, und 
es war deshalb unbedingt notig, diese Fehlerquelle zu ver- 
meiden. Der Wohnort sowohl der jugendlichen als auch der 
erwachsenen Stadien ist stets der gleiche: sie leben alle an 
der Kiiste, in geringer Tiefe (4 bis 15 m) im Sande vergraben. 
Bei Torpedo beobachtet man also die Tatsache, daB die Fett- 
menge stufenweise von den jugendlichen zu den erwachsenen 
Formen nach und nach zunimmt. Der Wassergehalt erhielt 
sich ungefahr konstant. Daraus folgt, daB bei diesem Selachier, 
wahrend der Wohnort im ganzen Zeitraum seines Wachstums 
sich stets gleich erhalt, der Fettgehalt allmahlich mit dem 
Alter zunimmt. 

Diese zweite Reihe der beziiglich dieses Themas aus- 
gefiihrten Untersuchungen darf nicht als endgiiltig abgeschlossen 
betrachtet werden. Es sind weitere einschlagige Studien er- 
forderlich, um die Frage, deren Behandlung ich unternommen 
habe, aufzuklaren, weil sie dazu dienen, fiir Fragen von der 
groBten biologischen Bedeutung eine befriedigende Erklarung 
zu geben. In meinen beiden Abhandlungen habe ich schon 
auf viele dieser Fragen hingewiesen, die noch der Loésung 
harren. 


1) O. Polimanti, Uber den Fettgehalt der Leber einiger Selachier 
wahrend der Zeit der Schwangerschaft. Diese Zeitschr. 838, 497 bis 
500, 1912. 

















Uber den Einflu8 der Kalksalze auf den Phlorizindiabetes. 
Von 
Martin Jacoby und Rudolf A. P. Rosenfeld. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1914.) 


Aus Untersuchungen von Jacoby und Schroth’) sowie 
von Jacoby und Eisner’) aus dem Moabiter Laboratorium, 
mit denen klinisch-experimentelle Erfahrungen v. d. Veldens’*) 
gut iibereinstimmen, geht hervor, daB Kalksalze neben ihren 
sonstigen pharmakologischen Wirkungen imstande sind, die 
Funktionen der Niere herabzudriicken. Um diese Rolle des 
Kalkes noch weiter klarzulegen, haben wir die Einwirkung der 
Kalksalze auf den Phlorizindiabetes des Hundes studiert. Da 
man hier eine abnorm gesteigerte Nierenfunktion annehmen 
darf, schien Aussicht zu bestehen, die Kalkwirkung besonders 
deutlich zu demonstrieren, da ja auch Jacoby, Schroth und 
Eisner gerade bei veranderter Nierenfunktion die sichersten 
Ausschlaige erhalten hatten. 


Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden meist an Hiindinnen, ausnahmsweise am 
Hunde durchgefiihrt. Bei den Hiindinnen wurde vorher die Falksche 
Operation vorgenommen. Wihrend der Versuche hungerten die Tiere, 
bekamen aber nach Belieben Wasser zu saufen. Nach einigen Hunger- 
tagen begann die Phlorizinzufuhr. Das Phlorizin wurde taglich subcutan, 
in Olivend] emulsioniert, eingespritzt, wie es Colen und Lusk empfobh- 
len hatten. Nach einigen Phlorizintagen wurde dann ebenfalls sub- 
cutan unter gleichzeitiger Weitergabe des Phlorizins ein Kalksalz mehr- 
mals taglich eingespritzt. Durch die subcutanen Kalkeinspritzungen 


1) Mitteil. a. d. Grenzgeb. d. Med. u. Chir. 25, 1912. 
*) Berl. klin. Wochenschr. 1913, H. 29 u. Arch. f. klin. Med. 1913, 112. 
*) Therap. Monatsh. 1918, Oktober. 
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entstehen leicht Abscesse, so daB es vielleicht zweckmaBiger ist, intra- 
venése Kalkinjektionen zu machen, was wir in den letzten Jahren zu 
anderen Zwecken vielfach mit bestem Erfolge ausgefiihrt haben. Nach 
SchluB der Kalkperiode kam dann noch eine Phlorizin-Hunger-Nach- 
periode, an deren Ende die Tiere entweder starben oder aus dem Ver- 
suche genommen wurden. In einzelnen Versuchen wurde auch Kalk 
vor dem Phlorizin verabreicht. Wenn auch in der Literatur hinreichende 
Erfahrungen iiber den Ablauf des unbeeinfluBten Hunger-Phlorizindiabe- 
tes vorliegen, so haben wir auch derartige Versuche ausgefiihrt, um 
direkte Vergleichszahlen zu haben. 

Die Tiere wurden taglich um die gleiche Zeit katheterisiert, die 
Blase ausgespiilt und der Urin auf den Gehalt an Zucker, Aceton und 
Stickstoff untersucht. Der Zucker wurde titrimetrisch und polarime- 
trisch, in einem Teile der Versuche auch nur polarimetrisch bestimmt, 
Aceton nach Messinger-Huppert, der Stickstoff nach Kjeldahl be- 
stimmt, immer Doppelanalysen ausgefiihrt. Alles iibrige ergibt sich aus 
den Protokollen. 

Versuch 1. 

Hiindin wiegt am 10. VI. 13 17 kg. — Vor einer Woche 
war bei ihr die Falksche Operation ausgefiihrt worden. Am 
9. VI. hat das Tier zum letzten Male gefressen. 






































Tabelle I. 
2 é ©] 3 Z Stick | Ace | Ge 
Beal w : - - . 
5 ¥ip 3 2 = — stoff | D:N'' ton | wicht Phlori- 
z+ a DM ze | zin 
~4 com O 1 a age g mg kg 
= A | 
T 
1 | 620 | 1031 — | — |ie0os} — | — | 17 
2 266 | 10383 — —_ 5,918; — — —_ 
3 164 | 1034 —_ — 8,859} — _ 16 
4 555 | 1056 | 6,96 | 38,584]10,428| 3,7 92,8; — 
5 813 | 1051 | 5,89 | 43,804]14,707| 2,9 | 1604) — 
6 | 1415 | 1045 | 3,64 | 51,563]16,105| 3,2 | 320,0| 13,7 
7 | 1420 | 1030 | 2,60 | 36,977] 11,829; 3,1 | 363,9 2,5 g 
8 | 1026 | 1035 | 4,02 | 41,245/10,804| 3,8 | 273.6 + pro 
9 946 | 1035 | 4,26 | 40,340]10,671; 3,8 | 262,0 die 
10 | 1390 | 1019 | 1,79 | 24,909] 8115) 3,1 | 397,5 
11 530 | 1045 | 4,30 | 22,810} 8807) 2,6 | 155,4 | 
12 | 1041 | 1021 | 1,83 | 19,071 7,079 | 2,7 | 255,8 | 11,5 | J 











Krankheitsverlauf und Sektion: Am 6. Phlorizintag (9. Krank- 
heitstag) sehr matt, am Ende des letzten Versuchstages wird er morgens 
sterbend gefunden, wird daher schon um 8*/, Uhr morgens katheterisiert, 
stirbt 10'/, Uhr. Vor dem Tode hat er noch gallige Fliissigkeit er- 
brochen. — Bei der Sektion wird der Magen mit Galle gefillt ange- 
troffen, die Gallenblase ist prall gefiillt, die Leber stark verfettet. Die 
Nierenkanile verfettet (nicht pathologisch), Nieren sehr édematés, die 
linke Lunge etwas verdichtet. 
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Versuch 2. 
Hiindin. Am 28. VI. 13 Falksche Operation, am 29. VI. 
zum letzten Male gefressen, wiegt am 30. VI. 9'/, kg. 
Tabelle II. 
2 g & | 5 Stick- | | Ace- | % § 
S wo 5 S| Pe Zucker all a rave wicht | Blori- s 5 
2$ ai pe | zin es 
> jem) SO] % | g g | | mg | ke | FO oad 
1 | 8340/1015] — | — —|—| — | 95 
2 |] 1638/1026); — | — 191|' — | — | 85 
3 |1196 | 1021] 3,5 | 42,34] 6,09 | 7,0 | } 
4 | 714 1031] 4,0 | 28,30] 8,07 | 3,5 | 1544) — |]o 
5 [1235/1021] 2,4 | 30,01] 7,78 | 3,8 | 339,9)| — Ss 
6 | 935); 1022] 2,1 | 19,63] 6,34 | 31 | 268,5 ; — |} aie 
7 | 780) 1020} 2,6 | 20,72] 4,75 | 4,4 | 192,7) — a 
8 | 170| 1032] 4,0 | 6,82] 1,67! 40) 549) 68 | e. Tages 

















Krankheitsverlauf und Sektion: Vom 4. Phlorizintag an blu- 
tiger Stuhl, vom 5. an sehr matt, stirbt in der Nacht des 6. Phlorizin- 
tages. — Sektion: Nieren sehr blutreich, Milz ganz animisch, Darm- 
blutungen. 

Versuch 3. 

Hund wiegt am 14. XII. 9,5 kg. — Am 15. XII. hat das 

Tier zum letzten Male gefressen. . 


Tabelle III. 





























2 P So a Stick | | Ace- E: FS EF =| eg 
=] ai a = SS + 
ED Zucker | soft | 6 | ton OF 28 328 es 
be , a | 
2 |ccm| ‘fo | 8 | B | mg j|kg) | g | *# 
1 |400\ 1021] — | — 619 |—| — |95| — 
2167/1020] — | — | 369 |—| — _ 
3 1449/1044] 7,0 | 30,08] 5,66 56 cnn ~ 
\11,9g 
4 | 432) 1046] 7,45 30,58] 9,16 | 8,5| 1605) — ||” _ 
nicht be-| pro , 
5] BRS | 1040 | 5,18 | 30,01 imme! — | 173,9| — |fdie| 6 [rin 
6 |360|1003|0,19| 0,68] 0,624\1,1; 0 | 8 | 3 | Tages 


nachmittags 4 Uhr 50 Minuten. 


Krankheitsverlauf und Sektion: Vom3. Phlorizintag (1. Kalk- 
tag) an ist das Tier matt, am 2. Kalktag sehr elend und stirbt schon 


sehr gereizt, die Leber verfettet. 





Versuch 4. 
Hiindin wiegt am 30. XII. 12 20,5 kg. — Vor etwa einer 
Woche war die Falksche Operation ausgefiihrt worden. 
2.1.13 hat das Tier zum letzten Male gefressen. 


— Sektion: Die Kalkinjektionsstellen 


Am 





Ras a Tyra Cate bb Ras 
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Tabelle IV. 

3 |3¢8/ .3 ick: | ee _[8& 
Sxlis | $8] Zucker Stoff |D:N| ton | wicht | Phlori-|.2 8 
asia | Be or zin Jae 
~4 com Ol % | | | | ke 3 
= | com | @ | @ | | me | kg 3 
1 | 2605/1021] — | — | 4847] - 20,5 ie 
2/153 |1021] — | — | 3,061] — mY ox 
3 | 539,5| 1033] 8,16 |44,12] 3,387/13,2 | — | 20,15 

41919 | 1025] 4,40 |40,48] 8389] 48 | 267, — 

5 (1459,5| 1022] 8.24 | 47,25 |11,527| 41) 470 | — 

6/1528 | 1018] 2,2 |33,62] 8,092] 42] 465 | — |18,075¢/)3,0¢ 
7 11580 |1015] 2,14 | 33,77] 8273] 41 | 496 | — |$ pro |$pro 
8 |1161 | 1020] 3,03 |35,17| 8,945] 3.9 | 297 | — || die If die 
9 | 950 | 1020] 2,56 | 24,32] 9,031) 2.7) 251) — 

10 |1036 | 1020] 2,35 | 24,87]10,039| 2,4 | 266 | — 

11 | 782 | 1009] 067 | 5.27| 1.955] 28| 0 | 175 














Krankheitsverlauf und Sektion: In den letzten Tagen ist das 
Tier matt, am letzten Versuchstage sehr elend, stirbt 2 Stunden nach 
AbschluB des Versuches. — Sektion: Keine erhebliche Reaktion an den 
Injektionsstellen, noch viel subcutanes Fett vorhanden, Leberverfettung 
makroskopisch nicht erkennbar. 


Versuch 5. 
Hiindin wiegt am 30. III. 13,5 kg — vor 1 Woche war 
die Falksche Operation ausgefiihrt worden —; erhalt am 
30. IIT. 13 friih die letzte Nahrung. 
































Tabelle V. 

. o 2 | ~~ ° | a | | iy | ' 
4. Ea | wa Zucker | Stick- | 7 3 $3 2 gg ae 
ed wig A eg |g3| 8s 
ro | o | aa | @ 2 
S jem! S| % | g ge | |mg| ke] & O28 babel 
1 | 234 | 1024) — | — | 8,791|~—] — [140] — | 

2 | 492 |1020] — | — | 6.436| —| =| bad °° 

8 | 407 | 1019) — | — |} 5,551;—| —| — | — || 38 

4 | 734 | 1034] 4,36 | 32,00] 9,847 | 8,3, 205, — se 

5 | 620 | 1044] 4,24 | 26,29] 10,633 | 2,5) 161 — © a 

6 | 446 | 1050] 4,84 | 20,59] 9,004/ 2,3) 86 — || 9 

7 | 387 | 1041]1,11| 4,30] 6854/06) 48 — (Se! — 

8 | 599 | 108110,73| 4,87] 7,925/0,6| 68, — ml — few 
9 | 255 | 1082] 0,54! 1,88] 3,001|0,5| 22! 10,5 — | Tages 








Krankheitsverlauf und Sektion: Das Tier war noch am vor- 
letzten Versuchstage ganz munter, stirbt in der Nacht des letzten Ver- 
suchstages. Sektion: Die Blase ist leer, noch viel Fettgewebe vor- 
handen. Die Leber wird von Herrn Prof. Benda als anamisch be- 
zeichnet. Herrn Prof. Benda verdanken wir auch mikroskopische Pri- 
parate der in Formalin geharteten Nieren und das folgende Protokoll 
iiber den Befund: In der Rindensubstanz sind die Glomeruli stark mit 
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Blut gefiillt, die Epithelien der gewundenen Kanilchen sind erheblich 
gequollen, so daB das Lumen nahezu verschlossen ist. Die Marksubstanz 
zeigt eine Reihe von linglichen Herden, in denen die Capillaren und 
die kleinsten Venen stark erweitert und mit Blut gefiillt sind. Inner- 
halb dieser Herde liegen Infiltrationen von Lymphocyten, die Kanilchen 
sind wesentlich durch diese Herde auseinandergedringt. Eine Beteiligung 
der Kanalchen ist nicht nachzuweisen. Ob Kalkablagerungen vorhanden 
sind, ist wegen der angewandten Methodik nicht zu entscheiden. 


Versuch 6. 
Hiindin wiegt am 24. II. 13 14 kg — Falksche Operation 
vor 8 Tagen —; erhalt am 24. II. 13 morgens die letzte Nahrung. 





























Tabelle VI 

» [ee sae 8 |. re Per 
4 £2 we Zucker | Stick- 7 | 2 (23 4 gg So 
a2/52 25 tof | ~ | 2 (98) & | Be) ee 

| = 32 5 
S$ jom|\"S}% | g g |mg| ke) & 58 deel 
1 | 191 | 1082] — | — | 669 |—|—/140| — | — 
2 | 100 | 1025] — | — | 280 ;—;—|—j| — | — 
8 | 855 | 1042] 7,52 | 26,70] 4,82 | 5,5) — | 13,5 | — 
4 | 499 | 1036] 5,47 | 25,85] 5,18 [5,0 134) — | eo 
5 | 428 | 1044] 6,02 | 25,76] 6,20 | 4,1 | 139) —5/- 
6 | 727 | 1029) 3,52) 25,59] 7,57 (34/210) — | Ey ote! neve, 
7 | 150 | 1084] 2,92/ 4,38] 1,56 |2,7/106) — | ‘Jpro die} Tages 





Krankheitsverlauf und Sektion: Das Tier stirbt in der Nacht 
des 7. Versuchstages, nachdem es vorher noch keine schweren Krank- 
heitserscheinungen gezeigt hatte. Sektion (Herr Prof. Benda): Noch 
viel Bauchfett vorhanden, die Leber verfettet. 


Versuch 7. 
Hiindin wiegt am 29. 1V.13 15,5 kg — Falksche Operation 
vor 14 Tagen —; erhalt am 29. IV. 13 die letzte Nahrung. 


Tabelle VII. 
































a ae | oe } g = § j - u 
3 Ee so | Zucker yor Z| 3% $s a | 8: eg 
eS|/>8| 26 tof ia) ei § so) es 
~ jem} 5/%| eg | e |mgikg| a |o° | ** 

1} 446/1040] — | — J16,982| —| — /15,5| - 
ge a ee a ee ee ee 

3 | 345 | 1066] 9,30 | 32,08) 7,124) 4,5| 157 14,5 | 

4] 3884/1073] 9,34| 35,96] 9,930/36/ 216; — || .¢ | — 

5 | 459 | 1066] 5,44 | 24,97] 10,575 | 2,4, 249) — |] > |) oo 

6 | 806 | 1050] 3,76 | 30,30] 14,153 | 2,1) 371); — || B [hos 

7 | 1080 | 1085} 3,03 | 30,90] 8.811/3:5| 491} — | ¢ oo & 

8 | 889 | 1025] 2,85 | 25,34] 6,250 4,0 393 |13,0)| | — 

9 11124 1025] 1:83 20,13] 7.272/28/501| — |} & te 
10 | 325 1015] 0 | 0 | 0914 —_ 161 /11,6| Tages 
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Krankheitsverlauf und Sektion: In den letzten 3 bis 4 Tagen 
Erbrechen und Mattigkeit, stirbt in der Nacht des letzten Versuchstages. 
Sektion: In der Niere Fettinfiltration in den Markstrahlen (Farbung 
mit Sudan), die Zellen nicht degenerativ verandert. In den geraden 
Kanilchen Kalkinfarkte. In einigen Glomeruluskapseln kérnige Eiwei8- 
niederschlage, ebenso in einigen gewundenen Nierenkanialchen. Die histo- 
logische Untersuchung verdanken wir Herrn Prof. Benda. 

Versuch 1 und 2 geben ein Bild des unbeeinfluBten 
Phlorizindiabetes etwa unter den Versuchsbedingungen, die 
auch bei den Kalkversuchen innegehalten worden sind. All- 
mahlich nehmen die Ausscheidungen im Harn ab. Versuch 3 
und 4 zeigen, daB hohe und sehr hohe Dosen von milchsaurem 
Kalk einen jahen Einflu8 auf den Phlorizindiabetes ausiiben; 
die Ausscheidungen von Zucker, Stickstoff und Aceton gehen 
auf geringe oder Nullwerte herab, die Nierenschidigung, die 
auch durch das Auftreten von EiweiB und Blut im Urin er- 
kennbar ist, fiihrt schnell zum Tode. Auch der Versuch 5, 
bei dem das Calcium lacticum schon vor dem Phlorizin dem 
Tiere beigebracht wurde, zeigt den EinfluB des Kalkes auf die 
diabetische Nierenstérung. Die Funktionsinderung hinkt immer 
erst der Kalkdarreichung nach, weil wohl erst ein Grad der 
Nierenstérung erreicht sein mu, ehe die Ausscheidungen ab- 
nehmen. Bei dem Versuch 6 mit essigsaurem Calcium ist nicht 
zu entscheiden, ob ein EinfluB des Kalksalzes vorhanden ist. 
Das Tier ist zu schnell nach dem Einsetzen der Kalkzufuhr 
gestorben, als daB ein Urteil méglich ist. Denn nur ein posi- 
tiver Ausfall des Versuches wire beweisend gewesen. Ganz 
eindeutig ist dagegen der positive Ausfall bei dem Versuch 
mit Calciumchlorid. 

Es war nun von Interesse zu wissen, ob die verringerten 
Ausscheidungen, speziell die verminderte Ausscheidung des 
Zuckers, einer Herabsetzung der Produktion entspricht, oder 
ob der Zucker zwar gebildet, aber nicht ausgeschieden, sondern 
retiniert wird. Wir haben daher noch in mehreren Fallen in 
Phlorizin-Calcium-lacticum-Versuchen neben dem Zucker im 
Urin auch den Blutzucker untersucht und immer gefunden, daB 
mit der Abnahme des Urinzuckers auch ein Schwinden des 
Blutzuckers parallel geht. Man darf annehmen, daB die Zucker- 
bildung durch Phlorizin infolge der Kalkeinwirkung gehemmt 
wird. 
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Zu den von uns auf Grund unserer Versuchsergebnisse 
entwickelten Anschauungen passen auch recht gut die in den 
Tabellen zusammengestellten Quotienten D: N. Unter dem Ein- 
fluB der Kalktherapie sinken sie erheblich, man darf wohl in 
Ubereinstimmung mit Lusk*) annehmen, da8 dieses Sinken 
des Quotienten ein Ausdruck der gestérten Nierenfunktion ist. 
Da wir unsere Versuche in der Hauptsache mit Calcium lacticum 
gemacht haben, so sei noch besonders betont, da8 nicht etwa 
die Milchsaure das Wesentliche sein kann. Damit stimmt auch 
iiberein, daB der Versuch mit Calciumchlorid ebenso wie die 
Calcium-lacticum-Versuche ausgefallen ist. 

Neben den Wirkungen der Kalksalze auf die Nieren, die 
in diesen Arbeiten und in den friiheren Mitteilungen unseres 
Laboratoriums festgestellt worden sind, werden natiirlich stets 
die iibrigen Kalkwirkungen sich geltend machen. Es wird also 
auch die durch Phlorizin abgeainderte Funktion der ibrigen 
Organe durch die Kalksalze beeinfluBt werden. 

Endlich sei noch besonders vermerkt, daB wir in voller 
Absicht mit hohen Kalkdosen gearbeitet haben, um zuniachst 
grobe Anderungen zu erzielen, weil die Untersuchungen einen 
Beitrag zu der pharmakologischen Kenntnis der Kalkwirkungen 
liefern sollten. Wiirde man die Absicht haben, therapeutische 
Effekte auszuproben, so mite man natiirlich die Versuchs- 
bedingungen mehr physiologischen Verhaltnissen anpassen. 


1) Phlorizinglucosurie. Ergebn. d. Physiol. 12, 1912. 
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Einflu8 des Schiittelns, der ultravioletten Strahlen und 
der Réntgenstrahlen auf das Komplement und den hamo- 
lytischen Amboceptor’). 

Von 
Vittorio Scaffidi. 

(Aus dem Institut fiir Allgemelne Pathologie der Kgl. Universitat Neapel.) 
(Eingegangen am 15. Dezember 1914.) 


Jacoby und Schiitze*) fanden, da8 Schiitteln des Blut- 
serums bei einer Temperatur von 37° dessen komplementire 
Tatigkeit in ungefahr 1 bis 2 Stunden zerstért; bei niedrigerer 
Temperatur nimmt die zur Inaktivierung erforderliche Zeit zu, 
und es ist nicht mehr médglich, die Inaktivierung des Kom- 
plements zu erhalten, wenn das Schiitteln des Serums bei sehr 
niedriger Temperatur stattfindet. Zeifler*) verdffentlichte 
kurze Zeit nach der ersten Publikation von Schiitze und 
Jacoby einige von ihm schon friiher gemachte Untersuchungen, 
aus denen hervorgeht, daB es durch mehrere Stunden lang 
fortgesetztes Schiitteln bei 15 bis 17° gelingt, das Komple- 
ment des menschlichen Serums zu inaktivieren, aber nicht das 
des Meerschweinchenserums. 

Ahnliche Untersuchungen wurden in der Folge angestellt 
von Stiihmer‘), Noguchi und Brenfenbrenner’), Cour- 
mont und Dufourt*), Ritz’), Kashiwabara‘), Abelin 
und Stiner*); durch alle diese Untersuchungen wurde die 

‘) Diese Untersuchungen wurden im Laboratorium des italienischen 
Krankenhauses zu Buenos Aires begonnen und im Institut fir Allge- 
meine Pathologie der kg]. Universitat Neapel beendet. 


®) Jacoby und Schiitze, Berl. klin. Wochenschr. 1999. Zeitschr. 
f. Immunititsforsch. 1910. 

5) ZeiBler, Berl. klin. Wochenschr. 1909. 

4) Stiihmer, Centralbl. f. inn. Med. 1910. 

5) Noguchi und Brenfenbrenner, Journ. of experim. Med. 1911. 

®) Courmont und Dufourt, Compt. rend. Soc. Biol. 1912. 

*) Ritz, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 1913. 

8) Kashiwabara, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 1913. 

®) Abelin und Stiner, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 1913. 
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urspriingliche Beobachtung von Jacoby und Schiitze und 
von ZeiBler bestatigt; gleichzeitig wurden verschiedene Ur- 
sachen klar nachgewiesen, welche die Erscheinung auf irgend- 
eine Weise zu modifizieren imstande sind und mithin zu einer 
genauen Kenntnis derselben fiihren kénnen. So lenkten Jacoby 
und Schiitze die Aufmerksamkeit auf die Beschafienheit des 
GefaBes, in dem das Schiitteln vor sich geht. ZeiBler 
gelang es, wie schon bemerkt wurde, das menschliche Serum 
zu inaktivieren, aber nicht das Meerschweinchenserum; Cour- 
mont und Dufourt beobachteten erhebliche Verschiedenheiten 
des Verhaltens nicht nur zwischen Seris von Tieren verschiedener 
Arten, sondern auch zwischen Seris von Tieren derselben 
Art; sie bemerkten ferner, da das Schiitteln des in Sauerstoff- 
umgebung bereiteten Serums viel rascher inaktiviert, als wenn 
es im leeren Raum hergestelit wird. Noguchi und Brenfen- 
brenner studierten die Erscheinung genauer in Beziehung zur 
Temperatur; nach Ritz ist von Wichtigkeit die Kapazitit des 
GefaiBes, in dem sich das Serum wahrend des Schiittelns be- 
findet, und die Verdiinnung des Serums; Kashiwabara stu- 
dierte, wie schon Jacoby und Schiitze sowie Ritz es getan 
hatten, das Verhalten des inaktivierten Serums in bezug auf 
seine Bestandteile; mittleres Segment und Endsegment. Stiih- 
mer beobachtete ferner, da8 der Amboceptor dem Schiittein 
widersteht und daB die Erythrocyten beziiglich ihres Verhaltens 
im haimolytischen System nicht verindert erscheinen, wenn sie 
dem Schiitteln ausgesetzt werden. In letzter Zeit, als diese 
meine Mitteilungen bereits druckfertig waren, ist eine Arbeit 
von J. Spadolini’) erschienen, in welcher der Verfasser zum 
Schlusse kommt, daf die Inaktivierung des Komplements 
durch Schiitteln auf Absorptionserscheinungen beruhe. Er 
konnte feststellen, daB8 Komplement inaktiviert wird, wenn 
man das Serum mit neutralem Ol, mit Kohlenstaub, mit Luft, 
Stickstoff, Sauerstoff, Wasserstoff durchschiittelt. Schiitteln des 
Serums allein fiihrt zu keiner Inaktivierung. Diese Ergebnisse 
von J. Spadolini tiber die Schiittelversuche an Serum zu- 
sammen mit Gasen weichen von denen, die Courmont und 
Dufourt in ahnlichen Versuchen erzielt haben, betrachtlich ab. 


1) J. Spadolini, Archivio di Fisiologia, 12, 1914, 
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Die Wirkung der ultravioletten Strahlen auf das Komple- 
ment wurde von Baroni und Jonesco-Mihaiesti’), von 
Courmont, Nogier und Dufourt?) und in jiingster Zeit von 
Abelin und Stiner*) studiert, und aus diesen Untersuchungen 
ergibt sich, daB die komplementiére Wirkung des Serums zer- 
stért wird, nachdem es eine mehr oder minder lange Zeit 
hindurch den ultravioletten Strahlen ausgesetzt wurde. Vor 
kurzer Zeit, als meine Untersuchungen schon abgeschlossen 
waren, erschien eine Arbeit von Stiner und Abelin*) iiber 
die Wirkung der ultravioletten Strahlen auf den himolytischen 
Amboceptor, der sich widerstandsfahiger als das Komplement 
den ultravioletten Strahlungen gegeniiber erweisen soll. 

Gerhartz°) studierte endlich die Einwirkung der Réntgen- 
strahlen auf das Diphtherietoxin. Aus den von ihm durch- 
gefiihrten Untersuchungen ergibt sich, daB die mit bestrahltem 
Toxin inokulierten Kaninchen ungefahr 1 Tag nach den mit 
nicht den X-Strahlen ausgesetztem Toxin inokulierten Kontroll- 
kaninchen verendeten. Aus dem Gesagten ist also zu ent- 
nehmen, daB die Untersuchungen iiber die Wirkung dieser 
drei Faktoren: Schiitteln, ultraviolette Strahlen und Réntgen- 
strahlen nicht in angemessener Weise auf das Studium der 
Antikérper ausgedehnt wurden wie auf das Studium des Kom- 
plements; dieses Studium kann sich aber meiner Ansicht nach 
als niitzlich erweisen, wenn es mit gleichformigen Versuchs- 
kriterien und mit der gleichen Technik durchgefiihrt wird. 
Die hier folgenden Untersuchungen wurden beziiglich des hi- 
molytischen Amboceptors an Schaferythrocyten und beziiglich 
des Komplements an dem des Meerschweinchenserums ausgefiihrt. 


EinfluB des Schiittelns auf das Komplement. 
Ich verwendete das Meerschweinchenserum, das bekannt- 
lich eine Komplementmenge enthalt, die als konstant be- 
trachtet werden kann. 


’) Baroni und Jonesco-Mihaiesti, Compt. rend. Soc. Biol. 1910. 

*) Courmont, Nogier u. Dufourt, Compt. rend. Soc. Biol. 1913. 
Siehe auch: Doerr und Moldovan, Wiener klin. Wochenschr. 1911, 
Nr. 16. — Hartoch, Schiirmann und Stiner, Zeitschr. f. Immunitiats- 
forsch. 21, 1914. 

3) Abelin und Stiner, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 1913. 

*) Stiner und Abelin, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 1914 

5) Gerhartz, Berl. klin. Wochenschr. 1909 

















Einflu8 des Schiittelns, der ultravioletten u. Réntgenstrablen usw. 165 


Das Serum wurde vom Blute durch Zentrifugieren ge- 
trennt und sofort zum Schiitteln in ein ungefahr 50 ccm fas- 
sendes Glasgefi8 gebracht. Die verwendete Serummenge betrug 
ca. 5 com. Der zum Schiitteln des Serums dienende Apparat 
wurde durch eine kleine Turbine in Bewegung gesetzt; er 
fiihrte 146 Schwingungen in der Minute aus. Jede Probe von 
Hamolyse wurde gleichzeitig mit drei himolytischen Systemen 
gemacht, die verschiedene Amboceptormengen in den folgenden 
Verhaltnissen enthielten: 


1. System 2. System 3. System 
Amboceptor 1°, . . . . 0,1 ccm 0,2 cem 0,3 ecm 
Suspension von roten Blut- 
kérperchen 5°/,. . . . 1,0 » 1,0 » 1,0 
Komplement 10°/, . . . 0,3. » 03 » 0,3 
Wen eee. ws xe Ee 10 » 0,9 
In einem ersten Experiment wurde das Schiitteln des 


Komplementes bei der Temperatur der Umgebung vorgenommen, 
die zwischen 20 und 21° schwankte. 

Die die hamolytischen Systeme enthaltenden Reagens- 
glaser wurden in Thermostaten bei 37° gehalten, bis eine 
volistandige Hamolyse eintrat. Als Kontrolle wurden zwei 
Proben mit Haimolyse gemacht, eine mit einer Probe frischen 
Komplementes, die sofort entnommen wurde, ehe das Serum 
sich im Schiittelapparat setzte, und die andere mit einer Probe 
desselben Komplementes, das wahrend des Schiittelns des 
Serums bei der Umgebungstemperatur in Ruhe gehalten wurde. 

Aus der Tabelle I ergibt sich, daB in den drei haimoly- 
tischen Systemen die Hamolyse nach 10 bis 30 Minuten eine 
volistandige wird, je nach der Konzentration auf dem Ambo- 
ceptor, wenn in diese Systeme frisches Meerschweinchenserum 
eingefiihrt wird, und in 15 bis 35 Minuten, wenn das Komple- 
ment 42 Stunden lang bei der Umgebungstemperatur von 19,5 
bis 21° gelassen wurde. 

Wird dagegen in die haimolytischen Systeme geschiitteltes 
Komplement eingefiihrt, so wird die Hamolyse um so spiter 
eine vollstandige, je langer die Dauer des Schiittelns wahrte, 
dem das Serum unterzogen wurde. Sie wird namlich eine 
volistandige in 105 bis 130 Minuten, je nach der Konzentration 
des Amboceptors, wenn das Schiitteln des Serums 42 Stunden 
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lang fortgesetzt wurde. Kine erste Verzégerung der Himolyse 
bemerkt man erst nach 2stiindigem Schiitteln, und sie wird 
immer ausgepragter in den folgenden Stunden. 


Tabelle I. 





Zeit, die erforderlich ist, damit die Temperatur, Zahl der 

Himolyse im Thermostaten bis 37° . : , “a 

Dauer des volistandig erfolgt bei der das | Schwin- 
__{Schittelnvor] gungen 


Schiittelns Amboceptor 1 °/, genommen pro 





0,1 cem | 0,2 ecm | 0,3 cem wurde Minute 
= — — ema: ae ——————— —— = ee me ———— — 
1 Stunde... - +. 10’ 20,5° 146 
2 Stunden . . 30° | 20’ |: 10—15’ 146 
3 ” ses ay. 20° | 10—15’ 146 
5 n me a oot To 15 20,0° 146 
és ” ae 3h wv i - Ww 146 
17 * — 60’ 30—S7 | 27 19,5° 146 
24 a aye 85! 40° | 35—40’ 21,0° 146 
33 ” oon Mey 7 4 60! 146 
42 e ins 120° | 120 105’ 21,5° 146 


Kontrollen. 


Vollstaindig _ fri- 
sches Komple- 
ment,im Beginn ! 

d. Experimentes AT: (a eC: 


Komplement, | 
42 Stunden lang 
volistiindig in 
Ruhe_ gehalten 
bei der Tempe- 
ratur von 19,5 
bis 21° . . . | 30—35’ 20’ 15’ 











Es ergibt sich jedoch aus diesen Untersuchungen, daB, 
wenn das hamolytische Vermégen der Systeme, in denen das 
geschiittelte Komplement verwendet wurde, abnimmt, die Ver- 
zigerung nie vollig verschwindet. Diese Resultate scheinen 
mit denen der friiheren Beobachter nicht iibereinzustimmen, 
aber man muB bemerken, da8 bei den friiheren Untersuchungen 
insbesondere das Kriterium angewendet wurde, die Hamolyse 
nach 1stiindigem Verweilen im Thermostaten zu beurteilen, und 
da8 ferner viele der friiheren Untersuchungen an verdiinntem 
Serum ausgefiihrt wurden. In einem neuen Experimente wurde 
die Zeit des Schiittelns des Serums bis auf 48 Stunden ver- 
langert, und der Grad von Himolyse wurde festgestellt bei 
Systemen, die 1 Stunde lang im Thermostaten bei 37° ge- 
halten und dann 12 Stunden lang im Eiskeller gelassen wurden. 
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Tabelle II. 





Hamolyse nach Istiindigem Verweilen 
im Thermostaten bei 37° 


Amboceptor | Amboceptor Amboceptor 
l a | 1 9, 0 e 


0,1 cem 0,2 com 


Zahl der 
|| Schwingungen 
pro Minute 


0,3 cem 


iH 


Komplement 40 Stun- 
den lang bei 22 bis 23° 
geschiittelt ..... partiell partiell partiell 146 
Komplement 40 Stun- 
den lang bei 22 bis 23° 
in Ruhe gehalten . .| vollstandig 
(in 40’) 


volistindig vollstandig os 
(in 35’) (in 20’) 
Komplement 40 Stun- 
den lang bei 10° ge- 
halten see 


| 
| 
| 
| 


vollstindig | vollstindig vollstandig 
(in 30’) (in 15’) (in 10’) 

Komplement 48 Stun- 
den lang bei 22 bis 23° 
geschiittelt ..... gleich Null | gleich Null gleich Null | 146 

Komplement 48 Stun- | 

den lang bei 22 bis 23° | 

gehalten ... . . .] vollstindig | vollstandig | vollstandig - 

(in 40’) | (in 30) | (in 20’) 

Komplement 48 Stun- | 

den lang bei 10° ge- | 

halten .... . . .| vollstindig | vollsténdig | vollstandig 

(in 30’) | (in 15’ (in 10’) 








Aus der Tabelle II ergibt sich, daB in den 1 Stunde lang 
im Thermostaten gehaltenen himolytischen Systemen die Himo- 
lyse noch eine partielle ist in den Proben, die mit 40 Stunden 
lang geschiitteltem Komplement hergestellt wurden, und gleich 
Null in den Proben, die mit 48 Stunden lang geschiitteltem 
Komplement hergestellt wurden. Das 48 Stunden lang bei 
derselben Temperatur, bei der das Experiment durchgefiihrt 
worden war, in Ruhe gehaltene Komplement modifiziert seine 
Tatigkeit fast gar nicht, wie man aus der Vergleichung der 
Resultate der Proben von Hamolyse, die mit Serum hergestellt 
wurden, das im Kiskeller gehalten wurde, und denen, die mit 
Serum hergestellt wurden, das bei Umgebungstemperatur ge- 
halten wurde, ersieht. 

Ein letztes Experiment wurde gemacht, indem das Serum 
bei der Temperatur von 37° geschiittelt wurde. In diesem 
Experiment wurden Kontrollproben bestimmt mit Komplement, 
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das bei der Temperatur von 37° wahrend desselben Zeitab- 
schnittes, wihrend dessen Dauer das Schiitteln des Serums 
fortgesetzt wurde, in Ruhe gehalten worden war. 

Die Schatzung des Hamolysegrades in den verschiedenen 
Proben erfolgte nach der colorimetrischen Methode, so daB die 
in Tabelle III angefiihrten, dem Himolysegrad entsprechenden 
Zahlen einen absoluten Wert haben. Sie wurden erhalten aus 
der colorimetrischen Vergleichung der Fliissigkeit der verschie- 
denen hamolytischen Systeme mit der Fliissigkeit eines Systems, 
in dem die Hamolyse eine vollstandige war, wobei der Fiar- 
bungsintensitat der Fliissigkeit der Wert 1 zugewiesen wurde. 
Mit jeder Serumprobe, die wahrend des Experimentes ent- 
nommen wurde, stellte ich vier haimolytische Systeme her, die 
durch die verschiedene Amboceptormenge voneinander verschie- 
den waren. Die gesamte Fliissigkeitsmenge wurde unter Zusatz 
physiologischer Lésung auf das Volumen von 2,5 ccm gebracht. 

Die hiamolytischen Systeme waren folgendermaBen zu- 
sammengesetzt: 


i. 2. 8. 4. 
Amboceptor 1°/,. . . O,lcem 0,2cem 0,3 ccm 0,4 cem 


10°/,ige Suspension von 

Schaferythrocyten. . 0,5 » 0,5 05 » 0,56 » 
Komplement 10°/, . . 0,3 » 0,3 03 5» OB » 
NaCl 0,85°/, is iy: Vee 1,5 » 1,4 » 13 » 


Insgesamt . .. . . 2,5cem 2,5ccm 2,5cem 2,5 ccm 





Aus der Tabelle III ergibt sich, daB ein vollstindiger 
Stillstand der Hamolyse eintritt in den Systemen, die mit 
einem 6 Stunden lang bei der Temperatur von 37° geschiit- 
telten Komplement hergestellt wurden. Nach 2stiindigem 
Schiitteln hat das Serum wenig von seiner komplementaren 
Aktivitét verloren, weil es imstande ist, Hamolyse in den ver- 
schiedenen Systemen fast mit derselben Geschwindigkeit her- 
vorzurufen, mit der Hamolyse in den Kontrollsystemen ein- 
tritt, die mit nicht geschiitteltem, bei der Temperatur von 37° 
gehaltenem Komplement hergestellt waren. Die Temperatur 
iibt jedoch an und fiir sich einen ausgepragten EinfluB auf 
die Inaktivierung des Komplements aus, wie man aus dem 
Vergleich der Resultate der Proben ersieht, die mit bei 37° 
in Ruhe gehaltenem Serum hergestellt wurden; denn wahrend 
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im ersten Falle nach 6 stiindigem Verweilen des Komplements 
bei 37° die Haimolyse in 1 Stunde nur in dem 0,3 com Am- 
boceptor enthaltenden System vollstandig wird und in dem 
0,1 ccm enthaltenden System gleich 0,84 ist, ist die Himolyse 
im zweiten Falle, d. h. in dem bei 10° gehaltenes Meerschwein- 
chenserum verwendet wurde, schon eine vollstaindige in 45 Mi- 
nuten, in dem ein Minimum von Amboceptor, namlich 0,1 ccm, 
enthaltenden System. 
Tabelle III. 








Hamolyse nach 1 stiindigem Verweilen im 
Thermostaten bei 37° 


Amboceptor Amboceptor | Amboceptor | Amboceptor 
1%, 1%, 1%, re, 
| 04com | 





Zah!l der 
Schwingungen 
pro Minute 


|__0,3 com 


|__%1 com __| 


0,2 cem 








2 Stunden lang bei 37° ge- 


schiitteltes Komplement 


Stunden lang bei 37° in 
Ruhe gehaltenes Komple- 


2 Stunden lang bei 10° ge- 
haltenes Komplement 


Stunden lang bei 37° ge- 
schiitteltes Komplement 


Stunden lang bei 37° in 
Ruhe gehaltenes Komple- 


Stunden lang bei 10° ge- 
haltenes Komplement 


6 Stunden lang bei 37° ge- 
schiitteltes Komplement 

6 Stunden lang bei 37° in 
Ruhe gehaltenes Komple- 


6 Stunden lang bei 10° ge- 
haltenes Komplement 





0,89 


0,93 
vollstandig 
(in 45’) 
0,61 
0,87 
vollstandig 
(in 45’) 

0 


0,84 


volistandig | 
(in 45’) 


vollstandig 
(in 50’) 


vollstandig 
(in 45’) 


vollstandig 
(in 25’) 


0,66 


vollstandig 
(in 60’) 


vollstandig 
(in 25’) 


0 


0,96 


volistandig 
(in 25’) 


| 


| volistaindig 


(in 30’) 
vollstandig 
(in 25’) 


vollstandig 
(in 15’) 


0,77 
vollstindig 
(in 35’) 


vollstandig 
(in 15’) 


0 


vollstandig 
(in 60’) 


vollstandig 


j 


(in 15’) 


| vollstandig 


| 


(in 20’) 
volistandig 
(in 15’) 


vollstandig 
(in 10’) 


vollstindig 
(in 60’) 

vollstandig 
(in 25’) 


vollstaindig 
(in 10’) 


0 


volistandig - 


(in 35’) 


vollstandig 
(in 10’) 


Dieser Unterschied tritt jedoch deutlicher hervor, wenn 





man diese Resultate mit denen vergleicht, die in den mit ge- 
schiitteltem Komplement hergestellten hamolytischen Systemen 
erhalten wurden. In denjenigen namlich, in denen 4 Stun- 
den lang geschiitteltes Komplement zugesetzt wurde, ist die 
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Himolyse kompiett nur in dem System mit dem Amboceptor- 
maximum (0,4 ccm) und gleich 0,61 bzw. 0,66 und 0,67 in 
den anderen Systemen, die 0,1 bzw. 0,2 und 0,3 ccm Ambo- 
ceptor enthielten; sie ist gleich Null in allen Systemen, die mit 
6 Stunden lang geschiitteltem Komplement hergestellt wurden. 
Aus diesen Untersuchungen ergibt sich also, und zwar in 
allgemeinen Umrissen in Ubereinstimmung mit dem, was die 
friiheren Autoren gesehen haben, daB das Schiitteln sicher 
einen zerstérenden Einflu8 auf die Tatigkeit des Komplements 
ausiibt und daB diese Einwirkung durch gesteigerte Tempera- 
tur stark erhoht wird. Dies erscheint in der Tat natiirlich, 
wenn man an die Thermolabilitat des Komplements denkt. 
Ferner kann man bei Vergleichung der bei den drei oben ge- 
schilderten Reihen von Untersuchungen erhaltenen Resultate 
leicht wahrnehmen, da8 bei den Kontrollproben des bei der 
Umgebungstemperatur von 20—22° und bei der Temperatur 
von 37° in Ruhe gehaltenen Serums schon ein erheblicher 
Unterschied besteht zwischen den Proben, die mit dem 46 Stun- 
den lang bei der Umgebungstemperarur gebliebenen Serum her- 
gestellt wurden, und denen, die mit wenige Stunden lang bei 
37° gehaltenem Serum hergestellt wurden. In diesen letzteren 
ist die Inaktivierung des Serums schon betrachtlich, wabrend 
sie in den ersteren fast gleich Null ist, und dieser Unterschied 
entsteht ausschlieBlich durch die verschiedene Temperatur. 
Dieser letztere Faktor erhilt also eine groBe Bedeutung 
bei den Bestimmungen der Erscheinung, um so mehr, wenn 
man die Resultate in Erwagung zieht, die Noguchi und 
Brenfenbrenner’) erhielten, denen es nicht méglich war, das 
Serum durch Schiitteln bei der Temperatur von 10° zu in- 
aktivieren; deshalb wiirde es vielleicht eher der Natur der Er- 
scheinung entsprechen, wenn sie auf Grund der beiden Faktoren: 
Temperatur und Schiitteln, betrachtet wiirde, und wenn man 
annahme, da8 das Schiitteln imstande ist, die inaktivierende 
Wirkung der Temperatur zu beschleunigen. Endlich ergibt 
sich aus den von mir angestellten Untersuchungen, dai} héchst- 
wahrscheinlich die tiefgehenden Unterschiede wohl nicht be- 
stehen, die Courmont und Dufourt zwischen Seris von Tieren 
derselben Art hinsichtlich der Einwirkung des Schiittelns auf 


5 Noguchi und Brenfenbrenner, I. c. 
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die Titigkeit des Komplements angetroffen haben; denn in den 
ersten beiden Experimenten, die ich mit dem Serum von 2 ver- 
schiedenen Meerschweinchen machte, erhielt ich Resultate, die 
als ibereinstimmend betrachtet werden kénnen. 


EinfluB des Schiittelns auf den himolytischen Amboceptor. 

Die bei diesen Untersuchungen verwendete allgemeine 
Technik war dieselbe wie die bei den vorhergehenden Experi- 
menten. Das Schiitteln geschah in 50 ccm fassenden GefaBen. 
Die Menge des geschiittelten Serums betrug 5 ccm. Der Schiittel- 
apparat fuhrte 146 Schwingbewegungen in der Minute aus. Das 
als Amboceptor verwendete Kaninchenserum war fiir die Schaf- 
erythrocyten hamolytisch. 


Tabelle IV. 





Zeit, die erforderlich ist, damit die 
Himolyse im Thermostaten bei 37° 
eintritt 


Amboceptor Amboceptor Amboceptor 
0 ] 0 


Zahi der 
Schwingungen 
pro Minute 


0 0 0 
0,1 cem 0,2 eem 0,3 ecm 


Himolytisches Serum), 
12 Stunden lang bei 21° 
geschiittelt. ..... 60! 25/ 15’ 146 

Hiamolytisches Serum, 12 | 
Stunden lang bei 21° in 
Ruhe gehalten ... . 60/ 257 15’ 

Hiamolytisches Serum®), 
36 Stunden lang bei 
21—22° geschiittelt . . | 2 Stunden 50/ 35! 146 

Himolytisches Serum, 36 
Stunden lang bei 21 bis 
22° in Ruhe gehalten . 

Hamolytisches Serum®), 
60 Stunden lang bei 
21—23° geschiittelt . . | 2 “ 50/ 35! 146 

Hiimolytisches Serum, 60 
Stunden lang bei 21 bis 
23° in Ruhe gehalten . | 2 ” 50—55 35 -—— 

Hamolytisches Serum, 84 
Stunden lang bei 21 bis 
23° geschiittelt . . . . | 2 “ | 50—55 40’ 146 

Himolytisches Serum, 84 

Stunden lang bei 21 bis 

23° in Ruhe gehalten . | 2 “ | 50—55’ 35—40' —~ 


bo 
3 

us 

R 

or) 

: 

“4 








1) Das himolytische System enthielt 0,3 ccm einer 10°,igen Kom- 


plementlésung. , 
*) Das hamolytische System enthielt 0,2 com einer 10°),igen Kom- 


plementlésung. 
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Ein erstes Experiment wurde bei der Umgebungstempera- 
tur gemacht. Zahlreiche Hamolyseproben wurden mit Ambo- 
ceptorproben gemacht, die im Abstand von verschiedenen Stun- 
den entnommen worden waren; aus jeder Probe wurden drei 
hamolytische Systeme bereitet, wobei in jedem die Amboceptor- 
of menge, wie bei den vorhergehenden Experimenten, verschie- 
& den war. 
In den ersten Proben, die mit 12 Stunden lang geschiit- 
teltem Amboceptor hergestellt worden waren, wurden 0,03 ccm 
Komplement zugesetzt, und in den folgenden wurde das Kom- 
plement auf 0,02 ccm reduziert, d. h. es wurden 0,3 bzw. 0,2 ccm 
einer 10°/,igen Meerschweinchenserumlésung verwendet. 

Aus Tabelle IV ergibt sich, daB der Amboceptor auf keine 
Weise durch das Schiitteln beeinfluBt wird, weil auch nach 
84 Stunden seine himolytische Tatigkeit gar nicht abgenommen 
hat. Dies ergibt sich klar aus dem Vergleich der Resultate 
der mit dem in Ruhe gehaltenen Amboceptor bereiteten Kon- 
trollproben mit den Resultaten der mit geschiitteltem Ambo- 
ceptor bereiteten Proben. 

Tabelle V. 


Zeit, die erforderlich ist, da- 
mit die Himolye im Thermo- 
staten bei 37° eintritt 



















| 
| 
i 












Ambo- | Ambo- | Ambo- | Ambo- 
ceptor | ceptor ceptor ceptor 
1%, 1%, | 1% | 1% 
f 0,1 ecm 0,2 com 0,3 cem 0,4 ecm 


LR A A ER 


Zahl der 
Schwingungen 
pro Minute 











Mi 









Hamolytisches Serum, 12 Stunden | 
lang bei 27° geschiittelt . . .| 45’ | 25/ 1yY | 10 







tial No renin s 








146 
Hamolytisches Serum, 12 Stunden | | 
; lang bei 37° in Ruhe gehalten| 45’ | 25’ 15’ 10’ 
i Hamolytisches Serum, 36 Stunden 
lang bei 37° geschiittelt . . .| 45’ | 25’ 15’ 10’ 146 


Hamolytisches Serum, 72 Stunden 

lang bei 37° geschiittelt . . .| 45’ | 25’ Is |. 1 146 
Hiamolytisches Serum, 72 Stunden | 
lang bei 37° in Ruhe gehalten| 45’ | 25’ 15’ 10’ — 

























Die gleichen Resultate wurden durch das Schiitteln des 
Amboceptors bei 37° erhalten. Auch bei diesen Untersuchungen 
if bewahrt nach 72stiindigem Schiitteln das Serum seine haimo- 
{ lytischen Eigenschaften unversehrt bei; und diese zeigen sich 
auf gar keine Weise verandert, in Ubereinstimmung mit der 
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Thermostabilitat des Amboceptors, durch das lange Verweilen 
bei der Temperatur von 37°, wie man den mit den Kontroll- 
proben erhaltenen, auf Tabelle V angefiihrten Resultaten ent- 
nehmen kann. 

Diese Resultate bestitigen also die Ansicht, daB das 
Schiitteln die Einwirkung der Temperatur steigert und be- 
schleunigt. Das Komplement, das, wie bekannt, verhiltnis- 
maBig schnell bei der Temperatur von 10°, auch wenn es in 
Ruhe gelassen wird, inaktiv wird und bei hohen Temperaturen 
rasch inaktiviert wird, wird namlich durch die Wirkungen des 
Schiittelns um so rascher beeinfluBt, je hoéher die Temperatur 
ist, wahrend das Schiitteln des Amboceptors, der bekanntlich 
seine Aktivitaét auch beibehalt, wenn er héheren Temperaturen 
ausgesetzt wird als solchen, die imstande sind, das Komplement 
rasch zu inaktivieren, fortgesetztem Schiitteln auch 3 Tage lang 
bei der Temperatur 37° widersteht, ohne daB seine Eigen- 
schaften in irgendeiner Weise dadurch modifiziert werden. 


Einflu8 der ultravioletten Strahlen auf das Komplement. 


Als Untersuchungsmaterial wurde das Meerschweinchen- 
blutserum verwendet, das den ultravioletten Strahlungen in 
10°/,iger Loésung ausgesetzt wurde. Die Komplementlésung 
war in einem Reagensglas aus Quarz von ungefahr 1 cem Durch- 
messer enthalten. 

Die zwischen dem Reagensglas und der Lampe bestehende 
Entfernung betrug 15 cm. Bei jedem Experiment wurde die 
Temperaturzunahme der Fliissigkeit beriicksichtigt. Die Tem- 
peratur erreichte nach ungefahr 2 Stunden 35 bis 36° und 
iiberstieg nicht 37°. Das haimolytische System war mit Kanin- 
chenserum bereitet, das fiir die Schaferythrocyten hamolytisch 
ist, und aus jeder Komplementprobe, die ich wahrend der Be- 
strahlung entnahm, wurden drei himolytische Systeme herge- 
stellt, in denen die Komplementmenge folgendermaBen variierte: 

1 2 3 
10°/,iges Komplement . . . . . 0,3cem 0,5ccm 1,0 ccm 
10°/,ige Erythrocytensuspension . 0,5 » 0,5 » 0,5 » 
RANE Hw re OE EE wm Oo 
NaCl 0,5°/, . ith - ates alee 1,4 » 0,9 » 


Die Resultate sind auf Tabelle VI angefiihrt. 
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Tabelle VI. 





Hamolyse nach I stiindigem Verweilen 
im Thermostaten bei 37° 








Dauer Sei yy = RIT ge] LR aos a 
der Bestrahlung Komplement , Komplement Komplement 
10°, | 10%, 109, 
0,3 ccm 0,5 eem 1 com 
20/ fast vollstindig | vollstiindig (in 45’) | vollstindig (in 30’ 
40! unvollstiindig | fast vollstindig | volistindig (in 45’ 
60! gleich Null |  unvollstandig | fast vollatandig 
120’ gleich Null | gleich Null gleich Null 
} } 


Kontrolle: 


Frisches Komplem. vollstandig | vollstindig (in 45’) | vollstindig (in 30’) 
2 Std. lang bei 37° 


gehaltenes Kom- 





plement .... volistindig | vollstindig (in 50’) | vollstiindig (in 40’) 


Die Hamolyse tritt gar nicht ein, wenn das Komplement 
ungefahr, 2 Stunden bestrahlt wurde; nach dieser Zeit erfolgt 
Stillstand der Hamolyse, auch in dem System, in das eine 
betrachtliche Komplementmenge gebracht wurde. 

In dem System, das weniger Komplement enthielt (0,3 ccm 
einer 10°/, igen Lésung), kommt die Hamolyse schon zum Still- 
stand, nachdem das Komplement den ultravioletten Strahlen 
60 Minuten lang ausgesetzt war. 


Tabelle VII. 





Zeit, die erforderlich war, um die Hiimolyse 








D im Thermostaten bei 37° zu erhalten. 
auer ee caer aa ae 
der Bestrahlung Komplement 10°/, | Komplement 10°), 
ee 0,3 com |} com 
20° 60" 30’ 
40/ 70’ 30/ 
60’ nach 100’ keine Himolyse 100’ 
80! nach 4° keine Hamolyse | nach 4" keine Hiimolyse 


Kontrollen: 
Frisches Komplem. 45/ ag 
1 Std. lang bei 37° 

gehaltenes Kom- 

plement .... 45’ 30’ 








Eine genauere Schitzung 14Bt sich nach den Resultaten 
eines anderen Experiments vornehmen, in dem die mit den 
verschiedenen Proben bestrahlten Serums bereiteten hamolyti- 
schen Systeme sehr lange im Thermostaten bei 37° gelassen 








Soll Pham 
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wurden, bis man nimlich logischerweise annehmen konnte, da8 
ein lingeres Verweilen bei 37° keinen Einflu8 auf den Ausgang 
des hamolytischen Vorgangs ausgeiibt haben wiirde. Bei diesem 
Experiment wurden mit jeder vor und wahrend der Bestrahlung 
entnommenen Komplementprobe zwei himolytische Systeme 
bereitet, die 0,3 ccm bzw. 1 ccm einer 10°/,igen Lésung von 
Meerschweinchenblutserum enthielten. 

Aus diesen letzteren Untersuchungen ergibt sich, dab die 
Inaktivierung des Komplements durch Einwirkung der ultra- 
violetten Strahlen nach einer Bestrahlung von 60 bis 80 Minuten 
eine absolut vollstindige ist. In dem himolytischen System, 
das 1 ccm von 60 Minuten lang bestrahltem Komplement 
enthalt, tritt noch Hamolyse ein nach einem Verweilen von 
1 Stunde 40 Minuten im Thermostaten. Das 1 Stunde 20 Mi- 
nuten lang bestrahlte Komplement ergibt keine Himolyse mehr, 
auch wenn man das hiamolytische System 4 Stunden lang im 
Thermostaten lat. 


EinfluB der ultravioletten Strahlen auf den hiimolytischen 
Amboceptor. 

Die Untersuchungen wurden am Blutserum von Kaninchen 
ausgefiihrt, das fiir die Erythrocyten des Schafes himolytisch ist. 

Die experimentelle Anordnung war die gleiche wie die bei 
den Untersuchungen iiber das Komplement. 

Der Amboceptor wurde den ultravioletten Strahlen in 
10°/,iger Lésung von 0,85°/, NaCl ausgesetzt. 

Mit den vor dem Experiment oder wiihrend desselben 
entnommenen verschiedenen Proben wurden zwei himolytische 
Systeme bereitet, namlich: 


1 2 
1°/,iger Amboceptor . . . . . O,lcem 0,2 cem 
Erythrocytensuspension 10°/,. . 0,6 » 0,5 » 
Komplement 10°), . . . .. . 05 » O05 » 
i es © oe ae 


Die Resultate sind in der Tabelle VIII angegeben. 

Aus der Tabelle VIII ergibt sich, da8 die ultravioletten Strahlen 
eine leichte inaktivierende Wirkung auf den himolytischen Ambo- 
ceptor ausiiben, weil man nach ca. 1'/, stiindiger Bestrahlung wahr- 
nimmt, daB in den mit dem bestrahlten Amboceptor bereiteten 
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hamolytischen Systemen eine Verzégerung in der Vervollstaindigung 
der Analyse eintritt. Diese Verzégerung zeigt sich immer aus- 
gepragter in den haimolytischen Systemen, die mit den Proben 
des eine langere Zeit hindurch bestrahlten Amboceptors bereitet 
wurden. Nachdem die beiden, 0,1 bzw. 0,2 cem einer 1°/,igen 
Amboceptorlésung enthaltenden hamolytischen Systeme den 
ultravioletten Strahlen 4 Stunden lang ausgesetzt sind, tritt 
Hiamolyse in 50 bzw. 35 Minuten ein, wahrend in den nicht 
mit Amboceptor bereiteten Kontrollen Hamolyse in 25 bzw. 
10 Minuten eintritt. Es zeigt sich also ein erheblicher Unter- 
schied gegeniiber dem, was beziiglich des Komplements eintritt, 
weil dieses nach 60 bis 80 Minuten dauernder Bestrahlung voll- 
stindig inaktiviert wird, wihrend die Bestrahlung des Ambocep- 
tors, auch wenn sie 4 Stunden lang andauert, in ihm nur eine 
leichte Abnahme seiner Tatigkeit herbeifiihrt. Diesen Unterschied 
zwischen Amboceptor und Komplement kann man als einen 
absoluten betrachten, weil die Versuchsbedingungen, einschlieB- 
lich des Verdiinnungsgrades des Serums, fiir beide die gleichen 
waren, was bei Untersuchungen mit Bestrahlungen einen sehr 
groBen Wert fiir das groBe Absorptionsvermégen der Proteine 
den ultravioletten Strahlen gegeniiber hat, so daB die Teilchen 
der tiefsten Schichten durch die Teilchen der oberflachlichsten 
Schichten beschiitzt werden. 


Tabelle VIIL. 


























pi Zeit, bis die Himolyse vollstindig 
a Mess yor 
Den ultravioletten Strahlen ist, im Thermostaten bei 37 
ausgesetzt Amboceptor 1°/, | Amboceptor 1°/, 
a5 0,1 com 0.2ccm 
10’ 20’ 10’ 
20’ 30’ 10’ 
380’ 20’ | — 
40’ 20’ | ‘es 
60’ 20’ — 
90’ 30’ _ 
160’ 40’ | — 
240’ 50’ | 35’ 
Kontrollen: | 
Amboceptor bei 10° gehalten . . 20’ 10’ 
Amboceptor 90’ lang in 10°/,iger 
Lésung gehalten. ...... 20’ ~ 
Amboceptor 200’ lang in 10°/,iger 
Lésung bei 35° gehalten . . . 25’ 10’ 
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Indem ich eben diese Eigenschaften der Kolloide den ultra- 
violetten Strahlen gegeniiber beriicksichtigte, machte ich einen 
weiteren Versuch, indem ich das zu 1°/, verdiinnte haimolytische 
Serum in physiologischer Lésung der Bestrahlung aussetzte. 

Es wurden mit jeder Probe von bestrahltem Serum und 
normalem Kontrollserum zwei hamolytische Systeme bereitet, 
namlich: 


1. 2. 
Amboceptor 19/,. . .. .. . O,lccm 0,3 com 
Erythrocytensuspension 10°), . 05 » 05 » 
Komplement 109, ...... 05 » 06 » 
NaCl zu 0,85°/, Dyce Sate Se ety A 1,2 | » 


Die Resultate sind auf Tabelle IX zusammengestellt. 

















Tabelle IX. 
Amboceptor 1°). 
Hamolyse nach | stiindigem Verweilen 
Bestrahlungs- _____1m Thermostaten bei 37° iy 
om Amboceptor 1°/, | Amboceptor 1°/, 
0,1 cem 0,3 com 
30’ schwach | unvollstandig 
60’ gleich Null partiell 
90’ gleich Null gleich Null 
Kontrollen: 
Normaler 
Amboceptor | vollstindig in 35’ | vollstandig in 25’ 





Aus der Tabelle IX ergibt sich, daB schon nach 30 Minuten 
dauernder Bestrahlung eine Verzégerung der Hamolyse eintritt. 
Wiahrend in den beiden mit nicht bestrahltem Amboceptor be- 
reiteten Kontrollsystemen die Hamolyse schon nach 25 bis 
35 Minuten eine vollstaindige ist, ist sie in den mit eine halbe 
Stunde lang bestrahltem himolytischen Serum bereiteten ent- 
sprechenden Systemen unvollstindig. In dem 0,001 com Am- 
boceptor enthaltenden System tritt Hamolysestillstand schon 
nach einer 60 Minuten dauernden Bestrahlung ein; die Hamo- 
lyse ist negativ auch in dem 0,003 ccm Amboceptor enthalten- 
den System, nach einer 90 Minuten dauernden Bestrahlung. 

Diese Bestrahlungszeit, die erforderlich ist, um den Am- 
boceptor in 1°/,iger Verdiinnung zu inaktivieren, ist fast der 


Zeit gleich, die zur Inaktivierung des Komplements in 10°/,iger 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 12 
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Verdiinnung erforderlich ist; fiir den Amboceptor ist mithin 
eine zehnmal starkere Verdiinnung erforderlich, damit er von 
den ultravioletten Strahlen inaktiviert wird, in derselben Zeit, 
in der das Komplement inaktiviert wird. Der Mechanismus, 
mit dem die ultravioletten Strahlen auf bestimmte vitale oder 
biologische Eigenschaften des lebenden Protoplasmas einwirken, 
ist gewiB nicht bekannt. Es ergibt sich jedoch klar, daB sie 
imstande sind, in den organischen Stoffen tiefgehende Modi- 
fikationen herbeizufiihren, die die Entwicklung der biologischen 
Erscheinungen unmdglich machen. Diese schadliche Wirkung 
wird verursacht durch den Widerstand, den diese Stoffe den 
ultravioletten Bestrahlungen entgegensetzen, der mehr oder 
minder intensiv ist, je nach den besonderen Eigenschaften eines 
jeden Stoffes. Unzweifelhaft miissen bei den von mir bei den 
vorliegenden Untersuchungen beobachteten Tatsachen zwei Reihen 
von Faktoren angenommen werden, namlich der Widerstand, 
den die in der Lésung enthaltenen Kolloide den Strahlen ent- 
entgegensetzen — und dieser ist von gleicher Beschaffenheit 
und Intensitaét, sowohl in den Komplement-Serumlésungen als 
in den Lésungen von hamolytischem Serum — und einen Wider- 
stand, der eng an die verschiedene Natur des Hamolysins und 
des Komplements gebunden ist, und dieser ist offenbar inten- 
siver fiir letzteres als fiir ersteres. 


EKinwirkung der Réntgenstrahlen auf das Komplement und 
den hamolytischen Amboceptor. 

Proben von hamolytischen Seris und Komplement wurden, 
in Glasréhren eingeschlossen, den Strahlen einer Crookesschen 
Rohre wahrend einer veranderlichen Zeit ausgesetzt. Die Ent- 
fernung der Serumproben von der Lampe betrug ungefahr 10 cm. 

Als Komplement wurde frisches Meerschweinchenserum ver- 
wendet, als Amboceptor Kaninchenserum, das fiir Schaferythro- 
cyten himolytisch ist. 

Das hamolytische System war folgendermaBen zusammen- 
gesetzt: 


Amboceptor 1°/, . . . . . . 0,2 ccm 
Komplement 10°/,. . i «hoe 
Erythrocytenemulaion 10° le» -06 » 
NaCl 0,859, .... a * ar 
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Tabelle X. 
Amboceptor Komplement 
Bestrahlungs-| Himolyse bei | Bestrahlungs-| Himolyse bei 
zeit 37° nach zeit 37° nach _ 
10’ 20’ 10’ 20’ 
20’ 15’ 20’ 20’ 
30’ 15 bis 20’ 30’ 20’ 
40’ 20’ 40’ 20’ 
50’ 15’ 50’ 20’ 
60’ 15’ 60’ 20’ 
0” «| 20’ 90’ 20’ 
120’ | 20’ 120’ 20’ 
Kontrollen: 


Amboceptor und Komplement nicht bestrahlt: Himolyse in 20’. 


Die aus diesen Untersuchungen erhaltenen Resultate sind 
negativ, sowohl fiir das Komplement als fiir den Amboceptor. 
In den von 10 Minuten bis zu 2 Stunden, nachdem die Crookes- 
sche Réhre den Strahlungen ausgesetzt war, entnommenen ver- 
schiedenen Proben bemerkt man nicht mehr den leichtesten 
Unterschied in der Zeit, die zum Eintritt der Hamolyse er- 
forderlich ist, im Vergleich mit den Kontrollen, die mit Ambo- 
ceptor und nicht bestrahltem Komplement bereitet wurden. 

Diese Untersuchungen kénnen nicht direkt mit den Unter- 
suchungen Gerhartz’ iiber das Diphtheritoxin verglichen werden, 
auf Grund deren dieser Autor auf eine partielle Inaktivierung 
des bestrahlten Toxins schlieBt, weil sie an Material von ver- 
schiedener Beschaffenheit angestellt wurden; auch nicht mit den 
Resultaten der Untersuchungen von Léwen?), Frankel?) u. a., 
weil diese sich auf die Modifikationen beziehen, welche die 
X-Strahlen im blutbildenden System der lebenden Tiere und 
mithin demzufolge auf die komplementiren und schiitzenden 
Eigenschaften des Serums herbeifiihren. 

Ubrigens erkliren sich die von mir erhaltenen negativen 
Resultate leicht, wenn man an das starke Strahlungsvermogen 
der X-Strahlen denkt, von denen die Kolloide des Serums 
durchdrungen werden, ohne einen bemerkenswerten Widerstand 
entgegenzusetzen und mithin ohne Energieumwandlung zu ver- 
anlassen, was, wie man annehmen muB, bei den ultravioletten 
Strahlen der Fall ist. 


1) Lowen, Mitt. a. d. Grenzgeb. d. Med. u. Chir. 19, 1908. 
*) Frankel, Berl. klin. Wochenschr. 1902. 


12* 
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SchluBfolgerungen. 


1. Das Schiitteln iibt eine schidliche Wirkung auf das 
komplementére Vermédgen des Serums aus. 

2. Diese Wirkung ist ausgepragter, wenn die Temperatur 
hoch ist; der Faktor Temperatur spielt ohne Zweifel eine wich. 
tige Rolle bei der Erscheinung. 

3. Der haimolytische Amboceptor wird durch Schiitteln in 
keiner Weise modifiziert, auch wenn es drei Tage lang ohne 
Unterbrechung fortgesetzt wird und bei der Temperatur von 
37° erfolgt, bei der das Komplement nach einigen Stunden 
volistandig inaktiviert wird. 

4. Die ultravioletten Bestrahlungen inaktivieren das Kom- 
plement und sie inaktivieren auch den hamolytischen Amboceptor 
in demselben Zeitabschnitt, vorausgesetzt, daB der Amboceptor 
sich in einer Verdiinnung vorfindet, die zehnmal gréBer als das 
Komplement ist. 

5. Jedenfalls sieht man, daB das Komplement empfindlicher 
als der Amboceptor ist, nicht nur gegen die Temperatur und 
das Schiitteln, sondern auch den ultravioletten Strahlen gegen- 
iiber, und dies gestattet in allgemeinen Ausdriicken zu _be- 
haupten, da8 von diesen beiden Gruppierungen von Molekiilen, 
Komplement und Amboceptor, die erstere leichter als die zweite 
durch irgendeine schadliche oder fiir die Proteine denaturierende 
Einwirkung zerstért wird, sei es nun die Temperatur oder das 
Schiitteln oder das ultraviolette Licht. 

6. Die X-Strahlen modifizieren weder die komplementire 
Tatigkeit des normalen Serums noch die himolytische Tatigkeit 
des bereiteten Serums. 

7. Dieser verschiedene Einflu8 der ultravioletten Strahlen 
und der Roéntgenstrahlen auf das Komplement und den Ambo- 
ceptor kénnte davon abhangen, da die ersteren sehr leicht 
von den Proteinen absorbiert werden, wiahrend die letzteren 
diese Stoffe mit groBer Leichtigkeit durchdringen kénnen, wes- 
halb, wahrend mit den X-Strahlen keine Energieumwandlung 
eintritt, die ultravioletten Strahlen tiefgehende Verinderungen 
bei den vitalen und biologischen Eigenschaften der lebenden 
Albumine herbeifiihren. 




















Uber die garungshemmende Wirkung der 
Wasserstoffionen. 


Von 
Erik Hagglund. 
(Eingegangen am 16. Dezember 1914.) 
Mit 5 Figuren im Text. 


In einer neuerdings publizierten Arbeit iiber ,Hefe und 
Giarung in ihrer Abhangigkeit von Wasserstoff- und Hydroxyl- 
ionen“*) habe ich durch kritische Zusammenstellung von frii- 
heren Versuchsresultaten und durch Ausfiihrung neuer Ver- 
suche die Bedeutung und Wirkung der Saéuren mit der Ionen- 
lehre als theoretische Grundlage klarzulegen versucht. Beziig- 
lich der gérungshemmenden Wirkung der Sauren wurde fest- 
gestellt, daB in einigen Fallen auBer den Wasserstoffionen auch 
die Anionen bzw. die undissoziierten Anteile sich in erheblichem 
Grade bei der Wirkung beteiligen. Dies wurde z. B. bei den 
niederen Gliedern der Fettsiurenreihe beobachtet. Salzsiure und 
Schwefelsiure iibten dagegen eine Wirkung aus, die nur auf 
ihre Wasserstoffionen zuriickzufiihren war. Dies wurde auch 
fiir Milchséure erwiesen. Bei den vorliegenden Untersuchungen 
wurde diese Saure ausschlieBlich benutzt. 

Der Gegenstand dieser Untersuchung war in erster Linie, 
zu sehen, ob die mehr oder weniger groBe Hemmung, die von 
verschiedenen Konzentrationen von Milchséiure hervorgerufen 
wird, in direkter Beziehung mit der Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Garfliissigkeit gesetzt werden konnte. 

Als MaB der Hemmung wurde dabei die Herabsetzung 
der relativen Garungsgeschwindigkeit nach 2 Stunden Gardauer 
angewandt. 


1) Sammlung chemischer und chemisch-technischer Vortrage. 21, H. 4, 
1914. — Haigglund, Akademische Abhandlung. Stockholm 1914. 
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Es sei hier bemerkt, daB die ,relative Garungsgeschwin- 
digkeit“ in folgender Weise definiert wurde. 

Wenn die Garungsgeschwindigkeit, d. h. die Kohlensaure- 
entwicklung pro Zeiteinheit, in der siurefreien Lésung mit h, 
und in der saurehaltigen Losung mit h, bezeichnet wird, so 
ist h,/h, die relative Garungsgeschwindigkeit. Wenn also bei 
den Zeiten ¢ und ¢, die Kohlenséurevolumen v und v1, sind, 


so ist 
Oy ch ae 
dt > 
‘ .. t+, 7 ; 
ein Wert, der bei der Zeit - 5 als giiltig zu betrachten ist. 


Bei diesen Untersuchungen wurde auch der Einflu8 der 
Temperatur zwischen 20° und 40° auf die girungshemmende 
Wirkung der Milchséure untersucht. Auf diesem Gebiet liegen 
keine quantitativen Messungen vor. Aus einigen orientierenden 
Versuchen von Bokorny') kann man sehen, daB die Schid- 
lichkeit von Schwefelsiure durch eine Temperatursteigerung 
von 20° auf 40° zunimmt. 


Versuche. 


Die Kohlenséiureentwicklung der Garung wurde volume- 
trisch gemessen. Die Girkolben standen in einem Thermo- 
staten und waren durch Capillarréhren mit Gasbiiretten ver- 
bunden, die in 0,1 ccm geteilt waren und die Quecksilber als 
Absperrungsfliissigkeit enthielten, Die Giarung geschah bei 
einem Unterdruck von 15cm Quecksilber. Die Ablesungen 
wurden im allgemeinen alle 60 Minuten vorgenommen. Vor der 
Ablesung wurden die Giarkolben bei Unterdruck so lange kraftig 
geschiittelt, bis keine Senkung der Quecksilberséule merkbar 
war. Das angegebene Kohlensaiurevolumen bezieht sich auf die 
Zimmertemperatur 18°. Bei den Versuchen wurden in jeden 
Garkolben -— Erlenmeyerkolben von 100 com — 20 ccm 
10°/,ige Glucoselésung und 5 ccm Milchséiure von verschie- 
dener Konzentration zugesetzt. Die Hefemenge bei jedem Ver- 


*) Nach Kohl, ,Die Hefepilze*, S. 214. Leipzig 1908. 
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such war 1g. Die Hefe war obergiarige Hefe R XII, die in 
vorziiglicher Reinheit von der Hefezuchtanstalt des Instituts 
fiir Garungsgewerbe in Berlin geliefert wurde. Diese Heferasse 
habe ich bei friiheren Untersuchungen iiber die Saéurewirkung 
studiert. 

Gewohnlich wurden zwei Parallelversuche fiir jede Saure- 
konzentration und Temperatur ausgefiihrt. Das Mitte] aus diesen 
Werten ist in den folgenden Tabellen angegeben. Die Ab- 
weichungen der Parallelversuche voneinander waren durchweg 
sebr klein. 

Die Wasserstoffionenkonzentrationen wurden nach Séren- 
sen’) mit Indicatoren gemessen. Als Vergleichsfliissigkeiten 
wurde Glykokoll-Salzsiure bzw. Citrat-Salzsiuremischungen ge- 
braucht. Die Messungen wurden bei 20° ausgefiihrt. Die Kon- 
zentrationen der Wasserstoffionen wurden vor dem Zusatz der 
Hefe und 1 sowie 3 Stunden nach dem Zusatz gemessen. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen gehen aus folgender Tabelle 
hervor. 
































Tabelle I. 
P 40 com 10°/, ige Glucoselésung + 10 ccm Milchsdurelésung — 
& | 
S 1 Stunde nach Zusatz | 3 Stunden nach Zusatz 
g Ohne Hefe von 2g Hefe von 2 g Hefe 
= Py H’-Konz. Py H -Konz. Py H -Konz. 
1 2,78 1,7-10-3 2,86 1,4-10-8 2,95 1,2.10-8 
2 2,49 3,2-10-8 2,65 2,2-10-8 2,76 1,7-10-* 
3 2,39 4,1-10-8 2,44 | 3,6-10-3 2,60 2,5-10-8 
4 219 | 6,5-10-% 2,238 | 5,9-10-8 2,39 4,1-10-% 
5 2,17 | 68-10-* 2,17 | 6,8-10-3 228 | 5,8-10-* 
6 2,18 7,4-10-% 2,13 7,4-10-3 2,14 7,3-10-8 








Bei den folgenden Bestimmungen ist mit dem Mittel der 
Wasserstoffkonzentration bei einer Gardauer von 1 und 2 Stunden 
gerechnet. 

In den folgenden Tabellen sind die Resultate der Gar- 
versuche in reiner Zuckerlésung mit dem Buchstaben A be- 
zeichnet. 


1) 8. P. L. Sérensen, Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet 8, 1, 
1909. — Diese Zeitschr. 21, 144, 1909. — Asher-Spiro, Ergebnisse 
d. Physiol. 12, 393, 1912. 
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Versuchsreihe 1. 
Temp. 40°. 
94 0 = 
20+ 48 2E I 
iy “Tr 
fae a 
100 | & 0 a a 
ae 90 60 20 20 
Zeit Min 
Fig. 1 
Tabelle IL. 
Zeit qc Zeit Kubikzentimeter Kohlensiure 
Min] «| 1. | 2 | Min] 4/3.| 4] 4] 5. | 6. 
46 50,5 | 49.5} 47,2] 60 | 61,7} 43,7| 29,3 | 59,7/ 12,7} 9,0 
120 | 116,7| 103.6; 87,0] 120 |119,2| 78,1] 47,5 [114,9} 17,0 | 10,0 
180 | 172,7 | 148,2|117,8] 180 |174,6| 95,9) 59,6 167,2 19,8 | 10,0 
240 | 223.8 | 189,6 | 147.2] 240 | 226.6 | 115,0| 65,2 215,9 21,9 | 10,0 
300 | 275,6 | 230,2 | 175,0]| 300 | 277,6 | 182,8 69,2 263,4 21,9 | 10,0 
Tabelle III. 
is o z a ® ¢ . o . 
Garungs- | = be Garungs- 2 Garungs- & 5 
Zeit | geschwindig-| 3 eg |zit geschwindig- | 3 2 | geschwindig- | $ 2° 
keit ci keit PE & keit ‘ E: 5 
Min] 4 |1./2.] 1. | 2 |Min) 4 [3/4 /3/4/]4/5./ 6] 5/6. 
23 | 1,10)1,08/1,03] 0,98/0,94| 30] 1,03'0,73'0,49 | 0,71/0,48 | 1,00/0,210/0,15 | 0,21 (0,150 
83 | 0,90/0,73/0,54] 0,81'0,60} 90 | 0,96,0,49'0,30 | 0,51/0,81 | 0,92'0,072/0,017] 0,078/0,019 
150 | 0,93/0,74/0,51] 0,80/0,55 | 150 | 0,92/0,38/0,20 | 0,41 0,22 0,87)0,047'0,000; 0,054/0,000 
210 | 0,85)0,69/0,49] 0,81'0,58 | 210 | 0,87 0,82'0, 093 0,3710,11 0,81 '0,035/0,000 0,043'0,000 
270 | 0,86'0,68'0,46] 0,80 0,53 | 270 | 0,850.30 0,067 0.35 0.079 0,79 0,000'0,000 0,000'0,000 
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Versuchsreihe 
Temp. 38°. 


2. 
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Zeit Min. 
Fig. 2. 
Tabelle IV. 
Zeit Kubikzentimeter Kohlensaure 7 
Min. | A | _2 ee “Sawer Ss 
60 54,0 | 47,4| 36,0] 492| 50,9| 15,6 | 54,8 | 310 , 7,8 
120 | 106,8| 79,1} 64,9] 100,7) 99,7 | 281 |111,3| 518 | 98 
180 | 157,9 | 112,1| 89,5] 152.4 147.3 | 35,0 163,1 | 65,1 | 10,0 
240 | 206.8 | 145,1 | 110,0] 201,1 192.4, 40,6 | 213,9| 73,0 | 10,0 
300 | 253,2 | 174,0 | 124.4 | 249,8 | 235,3 | 43.5 | 259.9| 77:7 | 10,0 
Tabelle V. 
Garungs- £ oo Garungs- £ fe Giarungs- E be 
Zeit | Beschwindig-| 2 29 geschwindig- | $ Eg geschwindig- 3 ar 
(fee:  isee, page 
Min.| A | 2. | 3. pheeae Lt 1S 1. | 5. | 4 | 6 14] 6. 
80 | 0,90,0,7910,60 | 0,88 0,67 | 0,820,85 0,26 | 1,04/0,82 |0,9110,52 0,130)0,57(0,140 
90 | 0,88/0,63/0,48 | 0,7210,55 0,86 0,81 0,21 0,94 0,24 10,94/0,34 0,033}0,36/0,085 
150 | 0,85/0,5510,41 | 0,6510,48 0,86,0,79 0,115 0,92/0,18 |0,86|0,23 0,003]0,27 0,008 
210 | 0,82/0,55'0,34 | 0,67 0,41 | 0,81 0,75.0,093 | 0,.9210.11 [0,87 ,14,0,000 
270 | 0,77/0,48)0,28 | 0,62 0,37 | 0,81 0,72 0,048 | 0,89 0,06 0.84 '0,085 0,000}0, 100,000 
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Versuchsreihe 3. 


Temp. 35°. 
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Fig. 3. 
Tabelle VI. 
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Tabelle VII. 








44,0} 46,2) 40,4; 42,2] 46,2/| 168 9,7 
88,2} 102.4) 80,8| 71,7] 94,6) 30,6 
»1 | 130,8 | 155,4 | 116,4 | 94,4] 145,8 | 40,5 
,2 | 182,9 | 170,2 | 208,1 | 151,2 | 114,83 | 196.5 | 50,4 
222,8 | 218,3 | 201,4 | 254,7 | 177,8  126,5 | 237,6 | 55,2 
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io) 


iH 


geschw. 





Min. A 


A|3.| 4. 


A 5. | 6. 


5. 
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90] 0 
150] 0 
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Versuchsreihe 4. 
Temp. 30°. 
| 
10 = 
201 a8 N — 
\ ig = 
404 06 a 
60 48 O4 
4 : 
2/2 [nal 
60 + aad =; 
' 8 a 
3 
Bg 
” ss 90 60 20 270 
Zeit Min 
Fig. 4. 
Tabelle VIII. 
“Zeit aa Kubikzentimeter Koblensiure _ wo cs 4 
Min.}| A | 2 fe eee | kif 
60 | 43,2 | 43,3 | 440 | 382 | 306] 468 | 264 | 192 
120 85,2 85,9 93,6 73,8 56,1 90,0 | 41,4 | 29,4 
180 | 128,0 | 1231 | 142,0 | 104,7 | 76,0 | 130,8 | 55,2 | 38,4 
240 | 167,0 | 156,7 189,8 | 136,1 97,9 | 169.0 | 64,8 | 44,4 
300 | 205.4 | 185.5 | 234,5 | 165,7 | 116.4 | 208,0 | 744 | 49,1 
Tabelle IX. 
‘ | @e a | ne on be 
Garungs- _ 2] Girungs- | _. 9E Garungs- | _. BE 
Zeit | geschwin- & 3°9| geschwindig- | 3 3 g geschwindig- | 3 3°g 
digkeit | 8 $ keit | :S © keit s Ea 
Mn) A(2/2/4/3/4)/aj4fali5)6/5]6 
30 | 0,72 | 0,72! 1,00 | 0,73) 0,64/ 0,51| 0,88) 0,70 | 0,73,0,44/0,32 | 0,56) 0,41 
90 | 0,70 | 0,71) 1,01 | 0,83) 0,59) 0,44) 0,71) 0,53 0,72)0,25 0,17 | 0,35) 0,24 
150 | 0,68 | 0,62) 0,91 | 0,81) 0,52) 0,33) 0,64, 0,41 0,68)0,28 0,15 | 0,34) 0,22 
210 | 0,65 | 0,56) 0,86 | 0,80) 0,52/ 0,37) 0,65) 0,46 | 0,65/0,16|0,10 | 0,25! 0,16 
270 | 0,64 0,48 0,75 | 0,75/ 0.49) 0,31) 0,65 0,41 | 0,65 :0,16/0,078) 0,25! 0,12 
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Versuchsreihe 5. 
Temp. 20°. 
Hammung % 
ee MS Sse, 
Fel bi 9 nm ndigkejt 
° R 2 7 3 
Me ZZ 
§ = a fo 
. ieee © 7 f 
2 [ / 
| | 
y 
Ss 
. : L a | is L | 
Fig. 5. 
Tabelle X. 
“Zeit a Kubikzentimeter ‘Kohlensiure a er is ; a 
mi 2 |; t i 8 Ra we Se RE... 
60 | 17,2 | 174 | 151 | 176) 123! 80] 1741 15 
120 | 33,7 | 339 | 275 | 348 | 209 | 12.9 | 35,0 | 196 
180 49,8 | 50,2 | 38,8 52,3 | 29,3 18,1 52,4 26,2 
240 66,6 66,7 50,4 70,5 | 37,7 | 22.8 69,6 | 31,9 
300 82,9 | 82,0 61,6 87,6 45.4.| 26,1 86,7 37,0 
Tabelle XI. 
— - di gfe Garungs- if Grunge. F = 
Zeit gesc windig- ° 4 +4 | geschwin- - 
i a |g g | geschwindigkeit 3 B | digkeit | Rae 
Minfa[i[3/1{3j4]/4]6/4j/6fa] 5/5 
30 | 0,29) 0,29) 0,25 101 0,88} 0,29) 0,210 0,130, 0,70) 0,46 0,29) 0, 190, 0,66 
90 | 0,28) 0,28) 0,21 1,00) 0,75} 0,29) 0,143) 0,082; 0,50 0,32 0,30 0, 140, 0,46 
150 | 0,27) 0,27) 0,19) 1,01) 0,7 0.30 0,140} 0,083) 0,47 0, 
210 | 0,26) 0,26) 0,18! 0,98) 0,68] 0,30) 0,140) 0,082) 0,46) 0,27 0.29 0,095, 0,83 
270 }0, 97 0,25 0,19! 0,94) 0,6 0,29 0,128) 0,055) 0,44 0,19 0,29 0,085) 0.29 


























Girungshemmende Wirkung der H-Ionen. 


Tabelle XII. 
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Aus den obenerwahnten Tabellen und Figuren habe ich 
folgende Hemmungswerte entnommen. 
genommen, da8 die Wasserstoffionenkonzentration bei 20° und 
40° gleich groB ist, eine Annahme, die begriindet ist, da der 
Dissoziationsgrad in diesem Falle in diesem Temperaturintervall 
nicht wesentlich geandert wird. 


Es wurde ferner an- 
















































































iE ‘Temp. 40° aaa 
Nr. H’-Ionen- | Hommeng 3 in %l | x = ple-108 
konzentration (0) nach 2 Std. Le P| 
1 1,3-10-8 | 19,0 13,9 
2 2,0-10-8 | 42,5 | 21,2 
3 3,1-10-3 | 54,5 17,6 
4 5,0-10-? | 75,0 | 15,0 
5 6,1-10-> | 94,0 | 15,4 
6 7,3-10-3 | seal | fn 
Mittel 16,6 
Tabelle XIII. 
Temp. 38° Temp. 35° _ pias ‘ 
Nr. |Hemmung in °/, (p) ' Hemmung i in °/, (p) 
nach 2 Std |= Pic-10P) ah 8 sed |X = Pie: 10° 
1 7,0 | 15,4] pd ie 
2 31,0 | 155 4,0 | [2,0] 
3 49,0 | 15,8 32,0 10,3 
4 69,0 13,8 58,0 10,6 
5 83,0 13,6 77,0 12,2 
6 99,7 | 18,7 93,0 12,7 
Mittel — | 146 — 11,5 
Tabelle XIV 
ee AT Temp. 20° a 
Nr. |Hemmung in °/, (p) Hemmung i in °, (P) x 
nach 2 Std. iK = ple-10 eens stat | K = ple- 10" 
2 4,0 | (2,0) we ree 
3 33,0 | 40,7 28,0 9,0 
4 51,0 | 10,2 51,0 | 10,2 
5 67,0 _— 59,0 | 9,7 
6 78,0 | 10,4 70,0 9,6 
Mittel - | 10,7 - 9,6 








Aus diesen Tabellen geht deutlich hervor, daB die 
Hemmungswerte den vorhandenen Konzentrationen 
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der Wasserstoffionen proportional sind. Bei den Wasser- 
stoffionenkonzentrationen, die nur eine sehr kleine Hemmung 
hervorriefen, waren die Hemmungswerte zu klein, um in diese 
Regel eingeordnet zu werden. Die Konzentrationen der H’-Ionen, 
von denen hier die Rede ist, liegen indessen der Konzentration 
sehr nahe, die eine optimale Garwirkung hervorrufen soll. 
Wie wir bereits friiher gezeigt haben, ist die Optimalkonzen- 
tration der Milchsiure 7-10-**) bei 1g Hefe und 25 ccm 
Lésung. 

Betreffs des Einflusses der Temperatur sehen wir, daB die 
Steigerung der Wirkung der Wasserstoffionen von 20 bis 30° 
verhaltnismaBig klein ist im Vergleich mit der Steigerung von 
30 bis 40°. Zwischen 20 und 30° ist der Zuwachs pro Grad 
Ky) — K. K,, — K; 


—— = 0,11, zwischen 30 und 35° — — = 0,16, 
zwischen 35 und 38° Ss = 1,0 und zwischen 38 und 40° 
Kuo Kus = 1,05. 


Auf welchen Ursachen diese Steigerung beruht, laBt sich 
natiirlich zurzeit nicht endgiiltig beantworten. Die Vermutung 
liegt jedoch sehr nahe, daB die Herabsetzung der Garwirkung 
in Zusammenhang steht mit der Inaktivierung bzw. Zerstérung 
der Garungsenzyme, welcher Proze8 unter EinfluB der Wasser- 
stoffionen bei héherer Temperatur erheblich mehr beschleunigt 
wird als bei niedriger Temperatur. 

Man kénnte wohl auch denken, daB die Permeabilitat der 
Hefezelle gegeniiber Milchsiure bzw. Wasserstoffionen von ge- 
wissen Temperaturen an eine verhaltnismaBig groBe Steigerung 
erfabrt. Bekanntlich spielt némlich bei Hemmungen bzw. Ver- 
giftungen die Durchlassigkeit der Hefezellmembran eine wesent- 
liche Rolle. Uber die Permeabilitét der Hefezelle ist uns 
leider sehr wenig bekannt. Zu erwahnen sei jedoch eine Arbeit 
von Paine®*), der auf Grund von plasmolytischen Versuchen 
erweisen konnte, da8 die Durchlissigkeit der Zellwand fiir 
verschiedene Stoffe sehr ungleich ist. 


1) Hagglund, a. a. O. 
*) Paine, Proc. Roy. Soc. 84, 289, 1912; vgl. ferner Lundberg, 
Zeitechr. f. Gairungsphysiol. 2, 228, 1913; Hagglund, a. a. O. 8.8, 39. 
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Zusammenfassung. 


1. Es wurde die Garungsgeschwindigkeit der Hefe R XII 
unter verschiedenen Zusétzen von Milchsiure und ohne Zu- 
satz (mit Wasser) parallel und quantitativ gemessen. Das Ver- 
haltnis zwischen den Giarungsgeschwindigkeiten der Versuche 
mit und ohne Zusatz — relative Garungsgeschwindigkeit — 
gibt graphisch zusammengestellt ein klares Bild von der fort- 
schreitenden Herabsetzung der Garkraft der Hefe. 

2. Die Garungshemmung bei Zusatz von Milchsaure ist 
nur auf den Gehalt der Garungsfliissigkeit an Wasserstoffionen 
zuriickzufiihren, und zwar ist die GroéBe der Hemmung — be- 
rechnet als die relative Garungsgeschwindigkeit nach 2 Stun- 
den — der Konzentration der Wasserstoffionen des Garsubstrates 
direkt proportional. 

3. Der Einflu8 der Temperatur auf die hemmende Wirkung 
der Wasserstoffionen wurde zwischen 20 und 40° untersucht. 
Von 35° an konnte eine erhebliche Zunahme der Hemmung 
bemerkt werden. 
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Untersuchung iiber die Fettstoffe in der Leber der 
Selachier (Amyliobatis aquila). 
Von 
Raffaele Paladino. 


(Aus dem chemisch-physiologischen Laboratorium der Kgl. Universitat 
und Zoologischen Station in Neapel.) 


(Eingegangen am 19. Dezember 1914.) 


Bekanntlich fehlt den Selachiern ein eigentliches Fett- 
gewebe, und deshalb ist die Leber bei diesen Tieren das fett- 


speichernde Organ. 
Bottazzi*) gibt als erster in seiner Untersuchung iiber 


den Fett- und Glykogengehalt der Selachierleber einige Daten 
iiber die Gewinnung und die Menge der Fettséuren aus der 
Selachierleber (Torpedo ocellata, Squatina angelus, Scyllium 
stellare); dabei wird in erster Linie die Frage behandelt, ob 
in der Leber dieser Tiere nicht auch Glykogen vorkomme und 
seine Menge unter den verschiedenen physiologischen Be- 
dingungen in Beziehung zu dem Fettgehalt stehe. 

Da die Kenntnis von der Natur des Selachierfettes sehr 
unvollstindig ist, bat ich die Zoologische Station in Neapel 
um Uberlassung einiger guter Exemplare von Amyliobatis 
aquila. Die Erfiillung meiner Bitte setzte mich in den Stand, 
aus der sehr umfangreichen Leber dieser Tiere hinreichend 
Material fiir eine genauere Untersuchung iiber die Fettsubstanzen 
auszufiihren. 

Durch andauernde Extraktion der fein zerkleinerten Leber 
mit Ather gewann ich das Fett, das nach dem Abdestillieren 
des Athers eine dickfliissige, lige Masse mit durchdringendem 


1) Fett und Glykogen in der Selachierleber. R. Acc. dei Lincei 16, 
Serie 5, Heft 8, 1907. 
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Geruch von dem spez. Gew. 0,9245 (bestimmt im Sprengel- 
Ostwaldschen Pyknometer) darstellte. 

Es schmolz vollstindig bei 50° und erstarrte bei 20°, er- 
mittelt nach der Bachschen Methode. 

Die spektroskopische Untersuchung ergab das Vor- 
handensein von zwei Absorptionsstreifen, von denen der eine 
im Rot bei der Linie C und der andere im Gelb etwa bei 
der Linie D lag, offenbar herriihrend vom vorhandenen Lipo- 
chrom. 

Qualitative Reaktionen. Das Fett von Amyliobatis 
aquila gibt folgende Farbenreaktionen: 

1. Heydenreichsche Reaktion. Schwefelsiure erzeugt 
zunachst eine rotliche Farbung, die dann, namentlich beim 
Schiitteln, in kraftiges Braunrot iibergeht. 

2. Bachsche Reaktion. Salpetersiure bringt eine Gelb- 
farbung hervor, die beim Erwairmen auf dem Wasserbad gelb- 
orange wird. 

3. Reaktion von Hauchecorne. Mit dem Hauche- 
corneschen Reagens (3 Teile reine HNO, 40° B. und 1 Teil 
Wasser) erhaélt man nach Erwarmen auf dem Wasserbade eine 
kraftige Rotfairbung. 

Quantitative Daten: Saurezahl, Verseifungszahl, Rei- 
chert-MeiBlsche Zahl, Jodzahl. 


A. Saurezahl. 


Das Fett wurde mit Alkohol auf dem Wasserbade bis 
zum Aufkochen erwarmt. Titrierung erfolgte mit */,,-Kalilauge. 
Man erhielt folgende Ergebnisse: 

I. 5,4526 g Fett erforderten 10,2 com KOH-Lésung. Saure- 
zahl: 10,4. 

II. 5,3808 g Fett erforderten 9,8 com KOH-Lésung. Saure- 
zahl: 10,21. 


B. Verseifungs- oder Kéttstorfersche Zahl. 

Das Fett wurde mit alkoholischer "/,-Kalilauge behandelt. 
Dann titrierte man den Uberschu8 an angewandter Kalilauge 
mit "/,-Salzséure. Ergebnisse: 

I. 2,1474 g Fett wurden mit 25 ccm alkoholischer Atz- 


kalilauge verseift. Zur Neutralisierung des Uberschusses an 
Biochemische Zeitschrift Bund 69. 13 
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benutzter Kalilauge waren 8,9 com ®/,-HCl-Losung erforderlich. 
Verseifungszahl: 193,8. 

II. 2.2778 g Fett wurden mit 25 ccm alkoholischer Atz- 
kalilauge verseift. 8,2 com ®/,-HCl-Lésung waren zur Neutrali- 
sierung des Uberschusses von angewandter Kalilauge ndtig. 
Verseifungszahl: 194,0. 


C. Reichert-MeiBlsche Zahl. 


Das Fett wurde mit Kalilauge verseift. Nach Verdampfung 
des Alkohols wurde der Riickstand im Wasser gesammelt, 
Schwefelsiure hinzugefiigt und abdestilliert. Zum SchluB titrierte 
man mit "/,,-Kalilauge. Ergebnisse: 

I. Zur Sattigung der fliichtigen Fettsiuren von 5,3622 g 
waren 2,57 ccm "/,,-KOH-Lésung erforderlich. Reichert-Mei8I- 
sche Zahl: 2,66. 

II. Zur Sattigung der fliichtigen Fettsiuren von 5,211 g 
Fett waren 2,39 ccm ®/,,-Sodalésung erforderlich. Reichert- 
MeiBlsche Zahl: 2,29. 

D. Jodzahl. 

Zu dieser Bestimmung benétigte man folgende Lésungen: 

1. Jodlésung (25 g in 500g Alkohol von 95°). 

2. Quecksilberchloridlésung (30 g in 500 g Alkoho)). 

(Die Mischung dieser beiden Lésungen bildet die sog. Jod- 
mischung. Vor Ausfiihrung der Jodzahlbestimmung des Fettes 
wurde der Jodgehalt in 25 com der Mischung mit Natrium- 
thiosulfat titrimetrisch ermittelt.) 

3. 8/,, unterschwefligsaure Natriumlésung. 

4, Jodkaliumlésung. 

5. Starkelosung. 

Dem Fette fiigt man Chloroform und 25 ccm der Jod- 
mischung hinzu. 

Die Fliissigkeit wurde, nachdem sie lange gestanden hatte, 
mit der Jodkaliumlésung und mit Wasser behandelt und 
nach und nach mit dem Natriumhyposulfit versetzt, bis das 
Chloroform und das Wasser schwach gefarbt erschienen. Darauf 
fiigte man die Starkelésung hinzu, um genau den Farben- 
umschlag zu ermitteln. 

Bei Benutzung von 25 ccm der Jodmischung gibt der 
Unterschied zwischen dem ersten und zweiten Titer die vom 
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Fett absorbierte Jodmenge an, aus der man die Jodzahl be- 
rechnet. 


Gefunden: 
I. 0,6276 g Fett ergaben die Jodzahl 104,8. 
II. 9,5712g » ” ” m  106,1. 


Trennung der Fettsauren. 

Verseifung: 200g Fett wurden in 200 ccm 90°/,igem 
Alkohol gelést, 60 ccm Atzkali mit 40 com Wasser erhitzt und 
mit 200 cem Alkohol von 90° versetzt. Die beiden Lésungen 
wurden getrennt bis zum Aufkochen erhitzt, dann unter 
kraftigem Schiitteln schnell vereinigt, so daB fast augenblicklich 
volistandige Verseifung eintrat. Der gelblich-roten Seifenlésung 
wurde nach langem Stehen ein kleiner Uberschu8 von Salz- 
siure zugefiigt. Nach dem Aufkochen und Erkalten wurde 
abfiltriert. Die gewonnene Fliissigkeit reagierte sauer, war klar 
und von gelblicher Farbung. Der auf dem Filter verbliebene 
Teil war eine weiche braun-gelbe Masse. Sie wurde wiederholt 
mit Wasser ausgewaschen, dann mit Ather in der Hitze be- 
handelt, wobei sie sich vollstandig aufléste. Die atherische Lésung 
war klar, von saurer Reaktion und gelblich-roter Farbung. 

Die abfiltrierte saure Fliissigkeit wurde, nachdem die 
Natronseife mit Salzsiure ausgefallt war, in zwei gleiche Teile 
geteilt, um in dem einen das Glycerin, im anderen die Phos- 
phorsaure zu bestimmen. Nach Neutralisierung des ersten An- 
teils mit Ammoniak und Einengung auf ein kleines Volumen 
auf dem Wasserbade wurde die Lésung zwecks Glycerin- 
gewinnung mit Alkohol behandelt. Nach Verdampfen des Al- 
kohols wurde im Riickstand Glycerin durch den charakteristi- 
schen Acroleingeruch festgestellt und noch weiter mittels der 
iiblichen Reagenzien (Kaliumbisulfat usw.) nachgewiesen. Der 
andere Teil der Ausgangsfliissigkeit wurde bis zur Trockne 
eingedampft, mit rauchender Salpetersiure in der Hitze ver- 
setzt, um die organischen Substanzen zu zerstéren. Dann 
verdampfte man abermals bis zur Trockne, fiigte zum Riick- 
stand mit Salpetersiure angesiuertes Wasser hinzu und filtrierte. 
Dem Filtrat gab man iiberschiissige Mengen von salpetersaurer 
Lésung von Ammoniummolybdat hinzu, die, besonders beim 


Erwarmen, ein reichliches gelbes Priacipitat bewirkten. 
13* 
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Das gesammelte Ammoniumphosphormolybdat wurde vor 
der iiblichen Behandlung im Ammoniak aufgelést, hierauf mit 
der ammoniakalischen Magnesiamischung behandelt, wobei man 
die charakteristische weiBe, krystallinische Fallung von Am- 
monmagnesiumphosphat erhielt, was auch auf die Anwesenheit 
von bedeutenden Phosphormengen hinwies. Auer kleinen 
Eisenmengen, die sicherlich vom Lipochrom herriihrten, wurden 
noch mit Hilfe der iiblichen Reagenzien Ammonrhodanit und 
gelbes Blutlaugensalz nachgewiesen. 

Die feste Masse, die, wie oben ausgefiihrt, vollkommen 
von Ather befreit war, ergab eine gelblich-rote Fliissigkeit von 
stark saurer Reaktion. Der riicksténdige Teil ging nach der 
Destillation und ginzlichen Verdampfung des Athers allmahlich 
wieder in eine halbfeste Masse von weiBlich-gelber Farbung 
iiber, die wiederholt in einer méglichst geringen Menge Ather 
aufgelést wurde. Die die Fettséuren enthaltende Atherische 
Lésung wurde mit Atzkalilauge (20°/,) behandelt, um die Fett- 
siuren zur Verseifung zu bringen. In der Mischung bildete 
sich nach und nach eine wasserige und eine atherische Schicht, 
die streng voneinander abgegrenzt waren. Durch die wisserige 
Loésung der Seife wurde dann ein Kohlensdurestrom geleitet, 
um den Uberschu8 an Alkali zu neutralisieren, dann wurde 
sie zur vollstandigen Trockenheit gebracht. Die so erhaltene, 
fein pulverisierte und getrocknete Natronseife wurde in kochen- 
dem Alkohol gelést und noch hei8 mit konzentrierter Blei- 
acetatlésung gefallt. Es fiel ein reichlicher Niederschlag gelb- 
licher Bleiseife aus, der gewaschen und getrocknet wurde. Zur 
Gewinnung der Olsiure wurde er lange mit Ather extrahiert, 
der nur das G6lsaure Blei léste. Nach Filtration erhielt man 
die atherische, gelbe Bleioleatlésung und auf dem Filter einen 
fast weiBen Anteil, der wiederholt mit Ather ausgewaschen 
wurde. Hierauf untersuchte ich gesondert den fliissigen und 
den festen Teil. 

Die atherische Fliissigkeit wurde nun mit verdiinnter Salz- 
siure behandelt, um die Bleiseife zu zerlegen und auf diese 
Weise die Olsiure in Freiheit zu setzen, die im Ather geldst 
blieb, wahrend Bleichlorid ausfiel. Nachdem die Trennung in 
der Hahnbiirette vorgenommen war, wurde die atherische Lé- 
sung gesammelt, abdestilliert und schlieBlich zwecks vollstandiger 
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Entfernung des Lésungsmittels verdampft. Es resultierte eine 
dlige, gelbe, sauer reagierende Flliissigkeit, die es nicht gelang 
durch Abkiihlung zur Erstarrung zu bringen. Dies war die 
Olsiure, auf die wir gefahndet hatten, und die noch weiterer 
Behandlung zur genaueren Ermittelung unterworfen wurde. 
Die Reaktion mit Schwefelsiure und Zucker ergab ganz ein- 
deutig die charakteristische kirschrote Farbung. 

Der feste, im Ather unlésliche Teil wurde dagegen zuerst 
mit verdiinnter Schwefelsdure behandelt, um die an Blei ge- 
bundenen anderen Fettsaéuren in Freiheit zu setzen, und langere 
Zeit gekocht. Nach Zersetzung der Bleiseife wurde die Mischung 
abgekiihlt, filtriert; den Riickstand sammelte man auf dem 
Filter, léste ihn vor vollstandiger Trocknung in Ather, filtrierie, 
um das Bleisulfat von der atherischen Lésung der Fettsiuren 
zu trennen. Nach Abdestillieren des Athers erhielt man als 
Riickstand eine gelbe Fliissigkeit, die beim Erkalten zu einer 
weiBen Masse erstarrte. Die Bestimmung des Schmelzpunktes 
war erst nach erfolgter Reinigung méglich. Erstere wurde 
durch wiederholtes Auskrystallisieren des kochenden Alkohols 
vollzogen, bis sich eine weiBe krystallinische Masse ergab, die 
bei 62° schmolz und nichts anderes als Palmitinséure sein 
konnte. Es fehlte also jetzt nur noch die Priifung auf die 
Gegenwart von Stearinsiure. 

Der andere Anteil der fast weiBen festen Masse der Fett- 
siuren wurde in Ather gelést und die atherische Lésung mit 
Sodalésung verseift. Danach wurde durch die wiasserige Loésung 
der Kohlensiurestrom geleitet, um den Uberschu8 an Soda 
zu neutralisieren, und bis zur Trockne verdampft. Der Riick- 
stand wurde zu Pulver zerrieben, in kochendem Alkohol gelost, 
die alkoholische Lésung mit gesiattigter Bariumchloridlésung 
behandelt, filtriert und der Niederschlag gesammelt. Dieser 
wurde mit kochendem Alkohol ausgewaschen, in etwas ver- 
diinnter Salzsiure gelést und mit Ather versetzt. Die vom 
iibrigen getrennte atherische Lésung wurde auf dem Wasser- 
bade verdampft, der Riickstand in kochendem Alkohol gelést, 
aus dem sich beim Erkalten eine weiBe Masse abschied, die 
ibrerseits gelést und aus dem Alkohol auskrystallisiert wurde. 
Ihr Schmelzpunkt lag bei 69 bis 70°; sie bestand folglich aus 
Stearinsaure. 
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Auf diese Weise wurde in dem zu untersuchenden Fett 
das Vorhandensein von drei Fettsiuren nachgewiesen: Olsiure, 
Palmitinsiure und Stearinsaure. 

Fa8t man die Ergebnisse der ausgefiihrten Untersuchungen 
zusammen, so laBt sich folgendes sagen: 

Das in der Leber von Amyliobatis aquila enthaltene Fett 
ist eine dlige Fliissigkeit mit charakteristischem, penetrantem 
Geruch, spez. Gew. 0,9235, Schmelzpunkt bei 50°, Erstarrungs- 
punkt bei 20°. Die spektroskopische Untersuchung 1aBt zwei 
Absorptionsstreifen zwischen C und D erkennen. Die Substanz 
ergibt mit verschiedenen Reagenzien charakteristische Farben- 
reaktionen; Séurezahl 10,2, Verseifungszahl 193,8, Reichert- 
MeiBlsche Zahl 2,66 und Jodzahl 104,8. 

Der feste und lésliche Teil der Fettsubstanz besteht aus 
Olsiiure, Palmitinsiure und Stearinsiure; er enthalt daneben 
Phosphor und Eisen. 
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Uber die Beziehungen der Milchsiure zum Kohlenhydrat- 
stoffwechsel. 
III. 
Uber die Milchsdurebildung beim menschlichen Diabetes. 


Von 
Otto von Fiirth. 


(Hingegangen am 14. Januar 1915.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


1. Einleitung. 


Durch eine Reihe friiher mitgeteilter Versuche, die das 
Auftreten der Milchséure im Kaninchenharne bei der Phosphor- 
vergiftung sowie bei der kiinstlichen Abkihlung zum 
Gegenstand haben’), diirfte die Abhangigkeit der Milch- 
séureausscheidung im Harne vom Kohlenhydratbe- 
stande des Organismus in eindeutiger Weise festgestellt 
sein. Es konnte niamlich gezeigt werden, da8 Kaninchen im 
Zustande der Zuckeriiberschwemmung auf einen (unter be- 
stimmten Modalitéten zur Anwendung gebrachten) Abkihlungs- 
reiz mit reichlicher Milchséureausscheidung reagierten. Dagegen 
gelang es in keiner Weise, im Zustande der Kohlenhydrat- 
verarmung durch Abkiihlung auch nur die Andeutung einer 
Milchséureausschiittung zu erzielen. 

Auf Grund der Erkenntnis enger Beziehungen der Milch- 
siure zum Kohlenhydratstoffwechsel, wie sie sich aus diesen 
und aus vielen Versuchen anderer Autoren’) ergibt, muBte sich 


1) O. v. Firth, Uber die Beziehungen der Milchsiure zum Kohlen- 
hydratstoffwechsel. I. Uber das Auftreten der Milchsdure im Kaninchen- 
harn bei der Phosphorvergiftung. II. Uber die Milchsiureausscheidung 
im Harn abgekiihlter Kaninchen. Diese Zeitschr. 64, 131 bis 155, 156 
bis 171, 1914. 

*) Vgl. die Literatur bei C. Neuberg, Der Zuckerumsatz der Zelle. 
Handb. d. Biochem., Erganzungsbd. 1913, 569 bis 609, und Monographie. 
Jena 1913. Verlag von Gustav Fischer. 
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die Frage aufdrangen, wie sich denn die Milchsdurebildung im 
diabetischen Organismus verhalt. 

Man kénnte erwarten, daB, geradeso wie der kiinstlich mit 
Zucker iiberschwemmte Organismus unter Umstinden reichlich 
Milchséure bildet, dies auch im diabetischen Organismus der 
Fall sein diirfte. 

Gegen eine derartige Auffassung scheinen aber vor allem 
die ausgezeichneten Beobachtungen von A. R. Mandel und 
Graham Lusk’) zu sprechen. Die genannten Forscher sehen 
die Milchsiure aus dem Blute und dem Harne phosphorver- 
gifteter Tiere verschwinden, sobald sie einen Phlorizindiabetes 
eingeleitet hatten. Man kénnte dies nun so deuten, daB der 
Zucker, der bei der einfachen Phosphorvergiftung in Milchsaiure 
iibergehen wiirde, infolge der Wirkung des Phlorizins aus dem 
Organismus verschwindet und so der weiteren Umwandlung 
in Milchsiure entzogen wird. Nun haben aber Mandel und 
Graham Lusk anderweitig beobachtet, da8 Phlorizintiere, denen 
man kiinstlich Milchséure zufiihrt, dieselbe in groBem Umfange 
in Zucker umzuwandeln vermégen. Man kénnte also ebensogut 
annehmen, daB die bei der einfachen Phosphorvergiftung auf- 
tretende Milchséiure deswegen aus dem Harne verschwindet, 
sobald man einen Phlorizindiabetes eingeleitet hat, weil die 
Milchsiure in Zucker umgewandelt wird. 

Es erscheint also die Méglichkeit gegeben, daB der dia- 
betische Organismus Zucker in Milchsaure oder aber, um- 
gekehrt, Milchsaéure in Zucker umwandelt. Welcher Vorgang 
ist nun in Wirklichkeit im diabetischen Organismus der vor- 
herrschende? 

Ich habe speziell der postmortalen Milchsaurebildung 
in den Organen diabetischer Individuen meine Aufmerk- 
samkeit zugewandt, 

Die Gesamtheit der in bezug auf die postmortale Bildung 
der Organmilchsdéure bisher vorliegenden Erfahrungen deutet 
darauf hin, daB dieselbe keineswegs etwa unmittelbar auf 
Kosten von Kohlenhydraten erfolgt, vielmebr auf Kosten einer 
unbekannten Vorstufe, des ,,.Lactacidogens* nach Embden, 


1) A. R. Mandel and Graham Lusk, Lactic acid and intermediary 
metabolism. (Bellevue Hospital Medic. College.) Americ. Journ. of Physiol. 
16, 129 bis 146, 1906. 
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das allerdings allem Anscheine nach seinerseits durch einen 
Spaltungs- oder Umwandlungsvorgang aus dem Zucker hervor- 
zugehen scheint. 

Es diirfte an dieser Stelle geniigen, auf eine jiingst er- 
schienene Arbeit von J. Parnas und R. Wagner hinzuweisen, 
welche die Beziehungen zwischen Kohlenhydratschwund 
und Milchsiurebildung im Muskel betrifft und die Gesamt- 
heit der vorliegenden Literatur kritisch erédrtert. Die Genannten 
gelangen zu der SchluBfolgerung (S. 418), ,da8 in den Muskeln 
eine Substanz enthalten ist, die, obgleich kein Kohlenhydrat, 
weder ein einfaches noch ein Polysaccharid, unter der Ein- 
wirkung von Reizen, mechanischer Verletzung und Giften in 
Milchséure umgewandelt wird“. Ferner wird durch diese Ver- 
suche die Annahme nahegelegt, ,daB diese Vorstufe der Milch- 
siure aus den Kohlenhydraten des Muskels entsteht; denn der 
Kohlenhydratschwund geht in den meisten Fallen der Milch- 
sdurebildung parallel und folgt ihr, im Falle er zeitlich hinter 
ihr zuriickbleibt, doch nach*“?*). 

Was wissen wir nun tatsichlich tiber die postmortale 
Milchséurebildung in diabetischen Organen? 

Einige altere Beobachtungen Minkowskis*), dem es nicht 
gelungen war, in der Muskulatur pankreasdiabetischer Hunde 
Milchsaéure nachzuweisen, erscheinen, angesichts der Mangel der 
damals iiblichen Methodik, nicht verwertbar. 

Verza&r und Fejér*) haben auf Grund von Untersuchungen 
des respiratorischen Stoffwechsels auf die Méglichkeit hingewiesen, 
daB beim pankreasdiabetischen Individuum der Zuckerabbau 
vielleicht bei der Milchsiurestufe stecken bleibe. Dies 
hat Forschbach*) auf der Klinik Minkowskis veranlaBt, 


1) J. Parnas und R. Wagner, Uber den Kohlenhydratumsatz 
isolierter Amphibienmuskeln und iiber die Beziehungeu zwischen Kohlen- 
hydratschwund und Milchséurebildung im Muskel. Physiol.-chem. Inst. 
StraBburg. Diese Zeitschr. 61, 387, 1914. 

*) Minkowski, Untersuchungen iiber den Diabetes mellitus nach 
Exstirpation des Pankreas. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 31, 
185, 1893. 

8) F. Verzér und A. v. Fejér, Die Verbrennung von Trauben- 
zacker im Pankreasdiabetes. Diese Zeitschr. 58, 156, 1913. 

*) J. Forschbach, Zur Frage der Muskelmilchséure beim Diabetes 
mellitus usw. Diese Zeitschr. 58, 338, 1913. 
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nachzupriifen, ob eine Milchséureanreicherung in diabetischen 
Muskeln nachweisbar sei. Denn wenn das Wesen des Diabetes 
wirklich darin beruht, da8 der Zuckerabbau nur bis zu der 
Milchsaéure verliuft, miiBte sich ja die Milchsiure in diabeti- 
schen Organen anhiufen. Nun hat Forschbach die Musku- 
latur zweier pankreasdiabetischer Hunde in bezug auf 
ihren Milchséuregehalt gepriift. Der eine Hund wurde 8 Tage 
nach der Operation untersucht und gab normale Werte. Der 
andere Hund wurde 20 Tage nach der Operation getétet und 
zeigte eine Herabminderung des Milchséuregehalts seiner Mus- 
kulatur. 

SchlieBlich hat Woodyatt') im Laboratorium von Gideon 
Wells die postmortale Milchsiurebildung in den Muskeln nor- 
maler und phlorizinierter Hunde verglichen und bei letzteren 
vermindert gefunden. Nun ist ja freilich der Phlorizindiabetes 
vom eigentlichen Pankreasdiabetes (zu dem auch der mensch- 
liche Diabetes gezihlt werden muB) seinem Wesen nach grund- 
verschieden. Interessant aber ist es, daB dieser Autor auch in 
einem (allerdings vereinzelten) Falle von menschlichem Dia- 
betes einen sehr niedrigen Milchséurewert in der Muskulatur 
ermittelt hatte. 

Eine systematische Untersuchung des Milchsaurebil- 
dungsvermégens diabetischer menschlicher Organe 
scheint, soweit mir bekannt ist, bisher niemals ausgefiihrt 
worden zu sein. Ich habe mich daher entschlossen, diese wich- 
tige Liicke unseres Wissens auszufiillen. Das groBe Sektions- 
material des Wiener allgemeinen Krankenhauses, aus dem mir, 
dank dem giitigen Entgegenkommen des Vorstandes des Wiener 
pathologisch-anatomischen Universitatsinstituts, des Herrn Hof- 
rats Prof. Dr. Weichselbaum, im Laufe einiger Monate eine 
gréBere Zahl von Fallen von echtem schweren, letal verlaufendem 
Diabetes zuginglich geworden ist, hat mich in die Lage ver- 
setzt, an diese Aufgabe heranzutreten. 

Da bisher auch keine brauchbaren Angaben iiber on Aus- 
maB des Milchsiurebildungsvermégens normaler mensch- 
licher Muskulatur vorlagen, habe ich auch solche unter- 
sucht, und zwar wahlte ich als Material die Organe kraftiger 


1) Woodyatt, Studies on the theory of diabetes. I. Sarcolactic 
acid in diabetic muscles. Journ. of Biol. Chem. 14, 441, 1913. 
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mannlicher Individuen, die durch einen Unfall umgekommen 
und zur gerichtlich-medizinischen Sektion gelangt waren. Es 
ist mir dies durch die Liebenswiirdigkeit des Direktors des 
Wiener gerichtlich-medizinischen Instituts, des Herrn Hofrats 
Alexander Kolisko, erméglicht worden. 

SchlieBlich untersuchte ich auch Muskelproben einiger in 
schwer kachektischem Zustand verstorbener Individuen, um 
festzustellen, ob und inwieweit ein solcher, unabhangig von der 
diabetischen Stoffwechselstérung, das Milchsiurebildungsver- 
mogen zu beeinflussen vermag. 

Ich méchte es nicht unterlassen, sowohl Herrn Hofrat 
Weichselbaum als auch Herrn Hofrat Kolisko fiir die Unter- 
stiitzung meiner Arbeit auch an dieser Stelle herzlich zu danken. 


2. Methodik der Versuche. 


Die exakte Ermittelung des Milchséurebildungsvermégens 
menschlicher Organe setzt die Einhaltung gewisser Kautelen 
voraus. 

Es muB8 zunachst dem Umstande Rechnung getragen werden, 
daB diese Art von Material ja nicht in lebensfrischem Zustande 
erhaltlich ist, da8 vielmehr stets ein gewisser Zeitraum, der 
sich je nach Umstanden nach Stunden oder Tagen bemiBt, ver- 
streichen wird, ehe man das Material aus dem Seziersaale er- 
halt. Nun hat sich aber aus einer Reihe von Untersuchungen, 
die insbesondere in Salkowskis Laboratorium, ferner im medi- 
zinisch-chemischen Institut zu Tokio ausgefiihrt worden sind, 
die Tatsache ergeben, daB in den Organen post mortem neben 
einer Milchsaurebildung auch eine Milchsaurezerstérung 
einhergeht. 

Ich sagte mir daher, daB wenn ich in wirklich exakter 
Weise Aufschlu8 iiber das Milchséurebildungsvermégen eines 
Organs erhalten wollte, es nicht etwa geniigt, in einer willkiir- 
lich entnommenen Probe desselben die Milchsiure zu bestim- 
men. Denn es ist ja dann gar keine Garantie dafiir geboten, 
daB diese Probe das Maximum der Milchsaurebildung 
schon erreicht oder aber noch nicht iiberschritten hat. Um in 
dieser Hinsicht sicher zu gehen, verfuhr ich nun derart, daB 
ich z. B. von der Schenkelmuskulatur eines diabetischen Men- 
schen bei der Sektion 1 kg entnahm. Die ganze (von Fett, 
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Sehnen u. dgl. nach Méglichkeit frei praparierte) Muskelmasse 
wurde nun fein zerhackt, gut durchgemischt und nun in sorg- 
faltig abgewogenen Portionen zu je 100 g auf 10 eingeschliffene 
Glasbiichsen verteilt. Jede Biichse enthielt auBerdem 200 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung, 25 ccm Toluol und 25 ccm 
Chloroform; der Inhalt wurde gut umgeschiittelt, der einge- 
schliffene Glasstépsel mit einem Paraffiniiberzuge versehen (um 
jedes Verspritzen des Inhaltes beim Umschiitteln zu vermeiden). 
Die ganze Serie wurde in den Brutschrank gestellt, taglich umge- 
schiittelt und von Zeit zu Zeit (z.B. nach 1, 2, 5, 10, 15 Tagen) 
eine Probe entnommen und darin die Milchsaiure bestimmt. 

Wie aus den spater mitzuteilenden Versuchsprotokollen er- 
sichtlich ist, liegen die Dinge nun in praxi einfacher und giin- 
stiger, als ich es von vornherein erwartet hatte, insofern die 
autolytische Milchséurezerst6rung zum mindesten im menschlichen 
Muskel bei den von uns geiibten Versuchsbedingungen kaum an- 
gedeutet ist und die Milchséurekurven nach einem rapiden An- 
stiege durchwegs annahernd parallel zur Abszisse verlaufen. 
Wenn man sich also in Zukunft iiber das Milchsaiurebildungs- 
vermégen der Muskulatur eines Menschen wird orientieren wollen, 
so wird es geniigen, wenn man etwa zwei Proben derselben zu 
je 100g mit der doppelten Menge physiologischer Kochsalz- 
lésung und reichlich Chloroform und Toluol in einem gut ver- 
schlossenen GefaiBe etwa fiir drei Tage in den Brutofen stellt. 
Dann wird die Probe auskoaguliert und die Milchséure nach 
bekanntem Verfahren als Aldehyd ermittelt. Zur Kontrolle kann 
man dann nach einigen Tagen die andere Probe auskoagulieren 
und sich vergewissern, daB die Milchséuremenge im Brutofen 
nicht weiter zugenommen hat. 

Es ist unerlaBlich, die Milchséiure in Organextrakten nach 
dem Aldehyddestillationsverfahren, nicht aber durch ein- 
fache Titration zu ermitteln. Ssobolew’), der auf meine 
Veranlassung hin die Milchsaéurebildung bei der antiseptischen 
Organautolyse studiert hat, hat mit vielen alteren Untersuchern 
die Meinung geteilt, daB die im Kochextrakte eines Organes 
vorhandene Milchsiure unter Anwendung von Phenolphthalein 


1) N. Ssobolew, Uber die Milchsaurebildung bei der antisepti- 
schen Organautolyse (unter Leitung von O. v. Fiirth, Wien). Diese 
Zeitschr 47, 367, 1912. 
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mit ausreichender Sicherheit bestimmt werden kénne, da bei 
der postmortalen Séiuerung neben der Milchsiure andere Pro- 
dukte von saurer Natur angeblich praktisch nicht in Betracht 
kommen sollten. Es ist dies ein Irrtum, der dringend einer Be- 
richtigung bedarf. Fiir frische normale Muskulatur des Menschen 
und der Saugetiere scheint obige Ausnahme wirklich einiger- 
maBen zuzutreffen. Fiir pathologische Fille und andere Organe 
erscheint jedoch ein Riickschlu8 aus der Aciditatszunahme auf 
eine Zunahme der Milchsaéure ganzlich unstatthaft. Beifolgen- 
des Beispiel mag ersichtlich machen, wie groBe Mengen einer 
sauren, von der Milchsaéure verschiedenen Substanz etwa in der 
Leber bei der Autolyse auftreten kénnen. 


Versuch 1. 

J. M., Kranfiihrer, 21 Jahre alt. Tod durch Fabriksunfall (Quet- 

echung der rechten Thoraxhilfte). Die erste Organprobe (A) sofort nach 

der Sektion, ca. 34 Stunden p. m. entnommen. Portion B nach drei 

Tagen, Portion C nach neun Tagen im Brutofen (in physiologischer NaCl 

mit Toluol und Chloroform s. 0.). Es fanden sich in 100 g des Organs 

Gramm Milchséure (wobei die titrimetrische Aciditét der Kochextrakte 

auf Milchsdure umgerechnet wurde): 
A B Cc 
1 Tag p. m. 3 Tage p. m. 9 Tage p. m. 

Aldehy¢: peas | Aldsh7a- Intra, Aldehya 


Muskulatur ...| 0,374 Ee 0,413 Be 0,487 | 0,480 








Titrat. 


























je eae 0,206 | 0,367] 0,265 | 0,801] 0,286 | 1,143 

Versuch 2. 

Elisabeth B., 50 J. alt. Coma diabeticum. 
A B 
12 St. p. m. 4 Tage p. m. 
Aldehydverf.| Titrat. |Aldehydverf.| Titrat. 

Muskulatur..... 0,266 0,300 0,263 0,381 
Be ae oe PRS 0,251 0,298 0,241 0,648 








Zahlreiche weitere Belege finden sich in der weiter unten 
angefiihrten Versuchsprotokollen. 

Die Natur der sauren Substanz, die neben der Milchsaure 
in so reichlichem MaBe bei der antiseptischen Leberautolyse 
auftritt, gedenke ich zum Gegenstande einer besonderen Unter- 
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suchung zu machen. Bei einer solchen diirfte es sich auch 
herausstellen, inwieweit ein Zusammenhang zwischen Milchsaure- 
bildung und Phosphorsiureabspaltung zur Erklarung der be- 
schriebenen Erscheinungen herangezogen werden kénnte’). 

Es versteht sich von selbst, daB bei den hier vorliegenden 
Versuchen, bei denen die Milchséuremenge im Kochextrakte 
einer zerkleinerten Muskelprobe ermittelt wurde, auch jene Milch- 
siure mitbestimmt worden ist, die aus dem vorhandenen Lact- 
acidogenvorrate erst bei der Prozedur des Zerkleinerns und 
Auskochens neu entstanden war. Ich habe mich eben damit 
begniigt, festzustellen, wieviel Milchséure aus der betreffenden 
Muskelprobe in den Kochextrakt itibergeht, ohne auf die Frage 
einzugehen, ein wie groBer Anteil davon schon als fertige Milch- 
siure und ein wie groBer Anteil dagegen als Lactacidogen in 
einer solchen Form vorhanden war, da8 er sich bei den vor- 
genommenen Manipulationen in Milchsiure umwandelte. 


Nach den von Mondschein®*) in diesem Laboratorium ausgefiihrten 
Untersuchungen wird ein Bruchteil der in einem Gewebe enthaltenen 
Milchséure durch EiweiBbindung im Koagulum zuriickgehalten, ohne 
in den Kochextrakt iiberzugehen. Dieser im EiweiBkoagulum enthaltene 
Milchsaiureanteil kann der Bestimmung derart zugefiihrt werden, da8 
das erstere durch Lauge verfliissigt und die albuminathaltige Lésung 
durch Zusatz gesittigter Kochsalzlésung enteiweiBt wird. Ich habe auf 
diesen Milchséureanteil bei den vorliegenden Untersuchungen keine Riick- 
sicht genommen, da die (gleichfalls in diesem Laboratorium ausgefiihrten) 
Untersuchungen von Ssobolew#) gelehrt haben, daB der vom Organ- 
eiwei8 gebundene Milchsaéureanteil ein so konstanter ist (0,10 bis 0,15 g 
pro 100 g Organ), daB er, wenn es sich um Vergleichsversuche zu physio- 
logischen oder pathologischen Zwecken handelt, sehr wohl vernachlassigt 
werden kann. 

Dagegen habe ich bei den vorliegenden Untersuchungen auf eine 
andere, gleichfalls von Mondschein‘) studierte Fehlerquelle der Milch- 
siurebestimmung zuweilen Riicksicht genommen: naémlich auf das Vor- 
kommen von f-Oxybuttersiure in den Geweben, die sich namentlich beim 


1) Vgl. J. Parnas und R. Wagner, |. c. 8S. 411 bis 416 und 426. 

*) J. Mondschein, Uber die quantitative Bestimmung von Milch- 
siure bei Gegenwart von Eiwei8kérpern (unter Leitung von 0. v. Fiirth, 
Wien). Diese Zeitschr. 42, 105, 1912. 

*) N. Ssobolew, 1. c. 

*) J. Mondschein, Quantitative Bestimmung der Milchsaéure neben 
f-Oxybuttersiure (unter Leitung von 0. v. Fiirth, Wien). Diese Zeitschr. 
42, 91, 1912. 
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Coma diabeticum darin in nicht unerheblichen Mengen anhaufen kann‘). 
Bei der Milchséurebestimmung nach dem Aldehydverfahren wird nach 
Mondschein eine Korrektur in der Weise eingefiihrt, da8 in einem 
aliquoten Teile des Destillats der leicht angreifbare Acetaldehyd durch 
andauerndes Kochen mit Wasserstoffsuperoxyd und Lauge zerstért wird, 
worauf das (der Oxybuttersiiure entstammende) Aceton neuerlich iiber- 
destilliert und nach Ripper titriert wird. Ich habe mich iibrigens bald 
davon tiberzeugt, daB die so eingefiihrte Korrektur in praxi bei der 
Milchséurebestimmung in den menschlichen Geweben so gering ist, da8 
sie ohne wesentlichen Nachteil vernachlissigt werden kann. 

Das von mir eingeschlagene Verfahren hat sich im wesent- 
lichen folgenderma8en gestaltet: 

Die frische oder mehr oder minder lang im Brutofen auto- 
lysierte Organbreiprobe (100 g Organbrei in 200 ccm physio- 
logischer Kochsalzlésung unter Zusatz von Toluol und Chloro- 
form) wurde in eine Emailschale iiberspiilt, am Wasserbade von 
Toluol und Chloroform befreit, iiber freier Flamme 10 Minuten 
lang in lebhaftem Sieden erhalten, die Fliissigkeit durch ein 
Filter abgegossen, eine neue Portion Wasser hinzugefiigt, wieder 
gekocht, durch dasselbe Filter gezogen und der Vorgang im 
ganzen viermal wiederholt; die vereinigten Kochextrakte wur- 
den in einem MeBkolben auf 11 aufgefiillt. 

Die gut durchgemischte Fliissigkeit wurde geteilt und die 
eine Hialfte. unter Zusatz von Phenolphthalein mit ®/,,-Lauge 
titriert. 

Die andere Hialfte diente zur exakten Milchsaure- 
bestimmung. 

Zu diesem Zwecke wurde dieselbe mit 30 ccm einer 20°/,- 
igen Phosphorwolframsaurelésung (Kahlbaumsches Pra- 
parat) versetzt, der sich klar absetzende Niederschlag abfiltriert 
und nachgewaschen. (Man erhilt so ein Filtrat, das eventuell 
noch direkt, nicht aber nach mehrfacher Verdiinnung mit 
Wasser durch weiteren Phosphorwolframsaurezusatz fallbar ist.) 
Die Fiiissigkeit wird nunmehr mit 70 ccm gesittigten Baryt- 
wassers gefallt und weiter filtriert. Das Filtrat erweist sich 
nunmehr meist so beschaffen, daB darin weder Kohlensiure 
einen Barytiiberschu8 anzeigt, noch aber weiterer Barytzusatz 


1) Vgl. R. Sassa, Uber den Oxybuttersduregehalt der Organe nor- 
maler und diabetischer Individuen (unter Leitung von 0. v. Fiirth, Wien). 
Diese Zeitschr. 59, 362, 1914. 
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einen Niederschlag gibt. Ein etwa vorhandener BarytiiberschuB 
wird mit Kohlensaure beseitigt. Die Fliissigkeit wird nunmehr 


am Wasserbade ganz oder nahezu zur Trockene gebracht, der 
Riickstand unter Zusatz von 50 ccm 30°/,iger Phosphorsdure 
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in den Lindtschen Extraktionsapparat iibertragen und die Be- 
stimmung nun genau so weitergefiihrt, wie dies seinerzeit fiir 
die Milchsiurebestimmung im Harne von meinem Schiiler 
H. Ishihara’) angegeben worden ist. Den letzten Akt bildet 
die Milchsiurebestimmung nach dem von mir gemeinsam mit 
CharnaB ausgearbeiteten Vorgange’). 


3. Versuchsprotokolle. 
Vgl. Tafel 1. 
A. Normale Gewebe. 


Versuch 3. 
Franz Z., 19 J. alt. Selbstmord durch Schu8 in die Brust. 











A B Cc 
} Gramm Milchséure | 2 Tage p. m. 4 Tage p. m. 9 Tage p. m. 
in 100 g Aldehyd- |in:, -at, | Aldehyd- in Aldehyd- 

, vert. 


vest trat. veel. Titrat. 

















Muskulatur. . . .| 0,318 | 0,347] 0,446 | 0,540 0,423 | 0,490 






































Gramm Milchsaure D E 
in 100 g 12 Tage p. m. 19 Tage p. m. 
Aldehydverf.| Titrat. | Aldehydverf.|  Titrat. 
Mouskulatur. ...| 0,424 | 0,478 0427 | 0,424 
Versuch 4. 
Franz P., 48 J. alt, Arbeiter. Schidelbruch infolge Herabfellens eines 
Balkens. 
Gramm Milchséure A B 
in 100 g 1 Tag p. m. 5 Tage p. m. 
Aldehydverf.| Titrat. | Aldehydverf.|  Titrat. 
Mouskulatur. ...| 0,853 | ’ 0,360 | 0,441 
MEd new as 0,228 0,360 0,099 | 0,812 








1) H. Ishihara, Uber die quantitative Bestimmung der Milchsaure 
im Harne (unter Leitung von 0. v. Fiirth, Wien). Diese Zeitschr. 50, 
468, 1913. 

*) O. v. Firth und D. Charna8, Uber die quantitative Bestim- 
mung der Milchsiure durch Ermittelung der daraus abspaltbaren Alde- 
hydmenge. Diese Zeitschr. 26, 199, 1910. 
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B. Gewebe kachektischer Individuen. 


































































































Versuch 5. 
Leopoldine K., 56 J. alt. Anaemia gravis. 
Gramm Milchsiure A S 
in 100 g 1 Tag p. m. 7 Tage p. m. 
Aldehydverf.| Titrat. |Aldehydverf.|  Titrat. 
Muskulatur. ...| 0,405 =| 0,867 0387 «| 0,489 
Versuch 6. 
Franz H., 41 J. Tuberculosis pulmon. 
AP ae A B C 
Gramm Milchsiure | 5 Tage p. m. 10 Tage p.m. | 19 Tage p. m. 
in 100g Aldehyd- | »; Aldehyd- |p; Aldehyd- |, 
mn | — ue Titrat. a a 
Muskulatur. .. .| 0,402 | 0,421| 0,869 | 0,433] 0,889 | 0,435 
Versuch 7, 
R. S., 88 J. alt. Tuberculosis pulmon. 
Gramm Milchséure A B 
in 100g 3 Tage p. m. 10 Tage p. m. 
Aldehydverf. | Titrat. | Aldehydverf.| Titrat. 
SI lO mens 0,206 | 0,421 0,181 | 0,653 
Versuch 8. 
Saul K., 50 J. alt, Tageléhner. Myelitis transversa mit hochgradiger 
Muskelatrophie. 
A B C 
Gramm Milchsiure | 7 Tage p.m. | 15 Tage p.m. | 20 Tage p. m. 
in 100 g Aldehyd- |p. Aldehyd- |. Aldehyd- |. 
po Titrat. veal erase ee Titrat. 
Muskeln. ... . 0,181 | 0,216] 0,176 | 0,270] 0,175 | 0,279 
Versuch 9. 
Franz M., 40 J. alt. Tuberculosis pulmonum. 
. - A B C 
Gramm Milchséure 1 Tag p. m. 7 Tage p. m. 12 Tage p. m. 
in 100 g Aldehyd- |p; Aldehyd- |p. Aldehyd- |. 
weal ‘Titra. oul. Titrat. weed | Titrat. 
Muskeln ..... 0,472 | 0,648] 0,494 | 0,637] 0,414 | 0,556 
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C. Gewebe diabetischer Individuen. 
Versuch 10. 
Johanna R., 35 J. alt. Coma diabeticum. 
; A B Cc 
Gramm Milchsiure 1 Tag p. m. 3 Tage p. m. 5 Tage p. m. 
in 100 % 
_— a | = = a | Titra. — a | Titrat. 
Muskeln ..... 0,312 | 0,258 | 0,292 0,336 | 0,294 0,388 
pe D E F 
Gramm Milchsiure | 7 Tage p. m. 10 Tage p.m. | 15 Tage p. m. 
in 100 = x 
ee 4 d- | Titrat. — d- | Titrat. Myer d- | Titrat. 
Muskeln ... . . ~ | 0300 | 0,386] 0,304 | 0486] 0,19 | 0,454 
Versuch 11. 
Bruska F., 59 J. alt. Coma diabeticum. Sektionsergebnis: Atrophie 


des Pankreas (Pankreasgewicht 170 g). 


Acetonimie. 


Phlegmone einer 


Extremitét bei Sarcoma idiopath. himorrhag. Multiple lobulare Herde 


in beiden owe 2 


Fettige Degeneration der Niere. 


Arteriosklerose. 





B 


D 





















































Gramm A C 
Milch- | 2 Tage p. m. 4 Tage p. m. 6 Tage p. m. 17 Tage p. m. 
ig | AT | Ne a Me nie 
Muskeln ? 0,280 | 0,388 +) 0,389] 0,490 | | 0,488 0,393 0,444 
Versuch 12. 
——— F., 18 J. alt. Coma diabeticum. 
, Sic A B C 
Gramm Milchsiure 1 Tag p. m. 7 Tage p. m. 13 Tage p. m. 
in 100 3 x 
: . Aldehyd- |ritrat, —— d- | Titrat.| Aldeby4- | Titrat. 
verf. verf. 
a... | 0173 | 0,298] 0,168 | 0,482] 0,168 | 0,472 
Versuch 13. 
Johann M., 63 J. alt. Coma diabeticum. 
Gramm A B C D 
Milch- 1 Tag p. m. 4 Tage p. m. 10 Tage p.m. | 17 Tage p. m. 
sdure 7 | -| 
in 100g _— a- | Titrat. ine al ‘Titrat cae d- | Titrat. —— a- | Titrat. 
Muskeln | 0,192 0,246} 0,190 | 0,824] 0,205 | 0,487] 0,199 0,450 

















1) Nach Korrektur fiir den Oxybuttersiuregehalt des Gewebes 0,364. 
14* 
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Versuch 14. 
Leo K., 76 J. alt. Coma diabeticum. Amputation des rechten Unter- 
schenkels wegen Gangran. 














Gramm A B Cc D 
Milch- 1 Tag p. m. 3 Tage p. m. 8 Tage p.m. | 15 Tage p. m. 


_siure | Aldehyd-|.7.,.,| Aldehyd-|.. 9, | Aldehyd-|.n.,_., | Aldehyd- | 7, 
in 100g] verf. | Fees sar Kaine veri. | itrat.) oof Titra 

















Muskein}] 0,324 | 0,266] 0,316 | 0,322] 0,809 | 0,358] 0,823 | 0,430 


Versuch 15. 
Josepha T., 58 J. alt. Coma diabetioum. 





















































A B Cc 
Gramm Milchsiure | 2 Tage p. m. 4 Tage p.m. | 16 Tage p. m. 
in 100 g Aldehyd- |,p, Aldehyd- | -,. Aldehyd- |. 
dehyd- | ritrat,| Aldehy [Titra a |Titrat 
Moskeln ..... 0,113 | 0,216] 0,091 | 0,302] 0,111 | 0,428 
OO ae 0,199 | 0,253] 0,192 | 0,864 _ _ 
Versuch 16. 
Adalbert C., 80 J. alt. Coma diabeticum. 
mays A B yeti 
G ] 
wee 9 gam 5 Tage p. m. 12 Tage p. m. 
Aldehydverf.| Titrat. | Aldehydverf.| Titrat. 
Muskeln ..... 0,286 0,657 0,836 | 0,488 
OR AR ay: 0,202 0,689 0,259 0,954 








4. Uberblick der Versuchsresultate. 

Um einen bequemen Uberblick iiber die gewonnenen Resul- 
tate zu ermdglichen, habe ich alle in bezug auf das maximale 
Milchséurebildungsvermégen der Muskeln bisher vor- 
liegenden brauchbaren Werte, und zwar sowohl die von mir, 
als auch die von anderen Autoren herriihrenden, in beistehendem 
Diagramme iibersichtlich zusammengestellt. (Fig. 2.) 

Man ersieht daraus zunichst, daB diese Werte fiir die 
normale Muskulatur des Menschen und der untersuchten 
Siugetiere (Pferd, Hund, Rind) durchaus der gleichen GréBen- 
anordnung angehéren; die durch individuelle Verhialtnisse be- 
dingten Schwankungen bewegen sich zwischen 350 und 550 mg 
auf je 100 g feuchter Muskulatur, und es ist wahrscheinlich, 
daB bei Anwendung eines durchaus einheitlichen analytischen 
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Vorganges die effektive physiologische Schwankungsbreite noch 
eine weitere Einschrankung erfahren wiirde. 


Man ersieht aus dem 
Diagramm weiterhin, daB 
die durch eine allge- 
meine Kachexie be- 
dingte Beeintrachtigung 
der Stoffwechselvorgange 
nicht ausreicht, um eine 
Herabminderung des 

Milchsaurebildungsver- 
mégens ohne weiteres zu 
bewirken. Es diirfte dies 
mit der anderweitig fest- 
gestellten Tatsche zusam- 
menhangen, da8 die Mus- 
kulatur, als die wich- 
tigste Verbrauchsstatte 
des Zuckers, die Tendenz 
besitzt, ihren Kohlen- 
hydratbestand solange 
als méglich auf Kosten 
der anderweitig im Orga- 
nismus angehiuften Gly- 
kogenvorrate intakt zu 
erhalten. 

Zur Illustration dafiir, 
daB dies aber nicht unter 
allen Umstanden gelingt, 
kann der Versuch 8 
dienen, wo wir den Lac- 
tacidogengehalt der Mus- 
kulatur bei einem Falle 
von Myelitis transversa 
mit hochgradigerMus- 
kelatrophie auf ein Ni- 
veau absinken sehen, wie 
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es unter normalen Verhaltnissen niemals beobachtet wird. Wir 
werden (im Sinne der von Parnas und Wagner begriindeten 





Fig. 2. 
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Anschauung) vermuten diirfen, daB in einem solchen Falle die 
Lactacidogenverarmung mit einer Verminderung des Kohlen- 
hydratbestandes in der atrophischen Muskulatur Hand in 
Hand gehe. 

Wir wenden unsere Aufmerksamkeit nunmehr jenem Teile 
des Diagramms zu, der die diabetische Stoffwechsel- 
stérung als solche betrifft. 

Ein Blick auf das Schema belehrt uns iiber die wichtige 
Tatsache, daB der diabetischen Stoffwechselstérung 
zweifellos die Tendenz innewohnt, das Milchsaéure- 
bildungsvermégen der Muskulatur herabzudriicken. 
Unter den 13 vorliegenden Beobachtungen an dem Coma dia- 
beticum erlegenen Menschen sowie an phlorizindiabetischen und 
pankreasdiabetischen Hunden sehen wir in 11 Fallen das Milch- 
siurebildungsvermégen der Muskulatur unter der unteren Grenze 
der Norm (350 mg Milchséure in 100g feuchter Muskulatur) 
zuriickbleiben; dabei treten 7mal minimale Werte (weniger als 
250 mg Milchséure in 100g feuchter Muskulatur) zutage, die 
nur einem Bruchteile der Norm entsprechen. 

Wir kénnen also die im Anfange der Arbeit auf- 
geworfene Frage, ob vielleicht im diabetischen Orga- 
nismus die Zuckeriiberschwemmung der Organe eine 
massenhafte und iiberreichliche Milchséurebildung 
zur Folge habe, mit einer entschiedenen Verneinung 
beantworten. 

Wir kénnen ferner die von anderer Seite aufge- 
stellte MutmaBung, das Wesen der diabetischen Stoff- 
wechselstérung sei zum Teil darin gelegen, daB der 
Zuckerabbau bei der Stufe der Milchsaéure stecken 
bleibe, mit Entschiedenheit zuriickweisen: denn von 
einer Anreicherung des diabetischen Organismus an 
Milchsaéure oder an ihrer Vorstufe ist nicht im aller- 
entferntesten die Rede. 

Es drangt sich umgekehrt die Frage auf, ob die be- 
obachtete Tendenz des diabetischen Organismus zur verminderten 
Milchséurebildung etwas fiir das innerste Wesen des Dia- 
betes Essentielles oder eine sekundire Erscheinung sei. 

Da scheint es mir denn doch, daB eine niichterne Be- 
urteilung der Beobachtungstatsachen uns vorderhand ndétigt, 
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der Versuchung zu widerstehen, eine ,,Milchséuretheorie des 
Diabetes“ auszuspinnen. 

Mit der Beobachtung von Forschbach, der bei einem 
pankreasdiabetischen Hunde, den er 6 Tage nach der Operation 
getétet hatte, durchaus normale Milchséurewerte in den Muskeln 
fand, kénnte man sich allenfalls noch durch die Annahme ab- 
finden, die Stoffwechselstérung sei hier noch nicht zur vollen 
Entfaltung gelangt; doch hatte auch eine solche Annahme 
etwas Erkiinsteltes und Willkiirliches. 

Eine solche ,,Ausrede“ versagt aber vollends bei meinem 
Versuche 11, wo die Diagnose des Coma diabeticum bei einer 
kachektischen Frau (Sarkomerkrankung mit konsekutiver Phleg- 
mone einer Extremitaét) nicht nur durch die Acetonurie intra 
vitam, sondern auch durch den Sektionsbefund des Weichsel- 
baumschen I[nstituts (Atrophie des Pankreas) auBer Frage ge- 
stellt war. Trotzdem war in diesem Falle das Milchsaure- 
bildungsvermégen der Muskulatur ein durchaus normales. Es 
scheint mir, daB eine, wenngleich vereinzelte, Beobachtung dieser 
Art uns vor voreiligen Schliissen warnen muB. 

Es lag aber in bezug auf die Beziehungen der Milchsaure- 
bildung zur diabetischen Stoffwechselstérung noch eine Méglich- 
keit vor, die ich nicht auBer Betracht lassen zu sollen glaubte. 
Ich habe mir weiterhin die Frage vorgelegt, ob nicht viel- 
leicht diabetische Stérungen der Milchsaéurebildung 
in deutlicherer Weise als in der Muskulatur in der 
Leber zutage treten, als in einem Organe, dessen zentrale 
Stellung im Kohlenhydratstoffwechsel ja unbestritten ist. Einige 
Stichproben iiber das Milchséurebildungsvermégen der Leber 
normaler kachektischer und diabetischer Individuen (vgl. die 
Karvenbilder auf Tafel 1) haben mich von dieser Vermutung 
aber alsbald wieder abgebracht. 

Vorlaufig scheint mir also die Frage der Milchséurebildung 
beim menschlichen Diabetes so zu liegen, daB man zugeben 
muB, daB der diabetischen Stoffwechselstérung immer- 
hin die Tendenz innewohnt, das Milchsaurebildungs- 
vermégen der Muskulatur herabzudriicken, daB man 
aber nicht berechtigt ist, die Milchséurefrage in das 
Zentrum des Diabetesproblems zu riicken. 
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Zusammenfassung. 


Unter Anwendung der (durch neue Erfahrungen ver- 
besserten) Technik der Milchsiurebestimmung in Organextrakten 
nach dem Aldehydverfahren wurde das postmortale Milchsaure- 
bildungsvermégen der Muskulatur und Leber normaler, kachek- 
tischer und diabetischer menschlicher Individuen verglichen. 

Dabei ergab es sich, daB die Zuckeriiberschwemmung der 
Organe des diabetischen Organismus keinesfalls eine massen- 
hafte und iiberreichliche Milchsaurebildung zur Folge hat. Auch 
mu8 die MutmaBung, daB das Wesen der diabetischen Stoff- 
wechselstérung etwa darin gelegen sei, daB der Zuckerabbau 
bei der Milchsaiurestufe stecken bleibe, mit Entschiedenheit 
zuriickgewiesen werden. 

Dagegen hat man Veranlassung anzunehmen, daB der 
diabetischen Stoffwechselstérung eine entschiedene 
Tendenz innewohnt, das Milchsaurebildungsvermégen 
in der Muskulatur (nicht aber der Leber) herabzu- 
driicken. Da diese Tendenz aber nicht ausnahmslos zur Gel- 
tung kommt, liegt keine Berechtigung vor, die Milchsdurefrage 
in das Zentrum des ganzen Diabetesproblems zu riicken. 
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Obt das in der Nahrung enthaltene Cholesterin einen 
Einflu8 auf die Cholesterinausscheidung in der Galle aus? 


Von 


L. D’Amato. 
(Aus der I. Medizinischen Klinik der Kgl. Universitat in Neapel.) 
(Eingegangen am 26. Januar 1915.) 


Eine der wichtigsten Fragen in der Biochemie des Chole- 
sterins ist diejenige nach den Beziehungen zwischen dem in 
der Nahrung aufgenommenen und dem mit der Galle aus- 
geschiedenen Cholesterin. Schon seit vielen Jahren erértert 
man die Frage: Erscheint das Nahrungscholesterin in der Galle 
wieder? Wird bei gré8erer Zufubr dieses Lipoids in der Kost 
auch mehr davon in der Galle ausgeschieden? 

Das Problem hat nicht nur fiir die Pathologie eine weit- 
tragende Bedeutung, sondern spielt auch bei der alimentaren 
Therapie einiger Krankheiten eine groBe Rolle. 

Nach der Auffassung der Schiller von Naunyn, Thomas’), 
Kausch®*) und Jankau*) iibt die Ernahrungsweise keinerlei 
KinfluB auf die Cholesterinausscheidung aus. In den diesbeziig- 
lichen Untersuchungen sah Naunyn die festeste Stiitze fiir 
seine Lehre, nach der das Cholesterin ein Zerfallsprodukt von 
Gallenepithelien und kein Stoffwechselprodukt ware. 

Diese Behauptungen haben jedoch durch spatere Arbeiten 
keine Bestatigung erfehren. 


1) Uber die Abhingigkeit der Absonderung und Zusammensetzung 
der Galle von der Nahrung. Dissert. StraBburg 1890. 

%) Uber den Gehalt der Leber und der Galle an Cholesterin. Dissert. 
StraBburg 1891. 

8) Uber Cholesterin- und Kalkausscheidung in der Galle. Arch. f. 
experim. Pathol. u. Pharmakol. 39. 
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Schon Pfibram’) konnte nachweisen, daB das Cholesterin 
der Nahrung resorbiert wird und die prozentuale Menge des 
Cholesteringehalts im Blute, jedoch nicht gleichzeitig das der 
Leber erhoht. 

Die erste, prazise Aufschliisse liefernde Arbeit auf diesem 
Forschungsgebiet verdanken wir Goodman’), der an Tieren 
mit Gallenblasenfisteln zeigte, daB die Ernahrung die chemische 
Zusammensetzung der Galle beeinfluBt. Eine an EiweiSstoffen 
reiche Diat erzeugte nicht nur vermehrte Ausscheidung des 
Cholesterins, sondern auch der Cholséure. Zu dem gleichen 
Ergebnis kam man, wenn man Tieren Kalbshirn oder rote 
Blutkérperchen, beides Gewebe, die, wie bekannt, erhebliche 
Cholesterinmengen enthalten, verabreichte. Fibrte man dagegen 
diese Substanz auf direktem Wege in die Blutbahn ein, so 
blieb diese Wirkung aus, d. h. weder das Cholesterin noch der 
Cholséuregehalt waren in der Galle erhdht. 

Goodman folgerte auf Grund seiner Resultate, daB die 
eiweiBreiche Kost eine Reizwirkung auf die Leberzellen ausiibe 
und infolgedessen die Menge ihrer Sekretionsprodukte ansteige. 

Kosumoto*) beobachtete, daB das Cholesterin der Galle 
und der Faeces bei Hunden sich vermehrte, denen man sub- 
cutan Toluylendiamin injiziert hatte, ein Haemolyticumgift, 
welches das Cholesterin der roten Blutkérperchen in Freiheit 
setzt. 

Von besonderem Interesse erscheinen die von Bacmeister*) 
an Menschen mit Gallenblasenfisteln ausgefiihrten Versuche. 
Wenn auch eindeutige Schliisse aus ihnen nicht zu ziehen sind, 
so gewinnt doch hier die Tatsache, daB das Gallencholesterin 
aus der Nahrung stammt, eine pragnantere Gestalt, denn die 
héchsten Werte fanden sich bei eiweiBreicher Kost und die 
niedrigsten bei einer vorwiegend aus Kohlenhydraten bestehen- 


1) Beitrag zur Kenntnis des Schicksals des Cholesterins im tieri- 
schen Organismus. Diese Zeitschr. 1, 1906. 

*) Uber den Einflu8 der Nahrung auf die Ausscheidung von Gallen- 
siuren und Cholesterin durch die Galle. Beitr. z. chem. Physiol. u. 
Pathol. 9, 1907. 

’) Uber den Einfiu8 des Toluylendiamins auf die Ausscheidung des 
Cholesterins in der Galle. Diese Zeitschr. 13, 1908. 

*) Untersuchung iiber Cholesterinausscheidung in menschlichen 
Gallen. Diese Zeitechr. 26, 1910. 
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den Diat. Der Verfasser stellte jedoch Schwankungen in der 
Tagesmenge des Cholesterins fest, die nicht ausschlieBlich im 
Zusammenhang mit der Kostform zu stehen schienen. 

Negative Resultate erzielte Martiri’), der trotz Verab- 
reichung groBer Cholesterinmengen an zwei Patienten, denen 
man Gallenblasenfisteln angelegt hatte, gar keinen Anstieg in 
dem Cholesteringehalt der Galle konstatierte, obgleich kein 
Zweifel dariiber bestand, daB das Lipoid vom Darm absorbiert 
worden war. 

In jiingster Zeit ist das Problem wieder von Bacmeister 
und Havers’) in Angriff genommen worden, die an Fistel- 
hunden die Ausscheidung des Gallencholesterins bei verschie- 
denen Ernahrungsweisen studiert haben. Sie konnten dabei 
wahrnehmen, daB bei sehr reichlicher Nahrung der Cholesterin- 
gehalt prozentual anstieg, wahrend er bei knapp zugemessener 
sank. In gleicher Weise bewirkte hoher Fett- oder EiweiB- 
gehalt der Kost Zunahme der Gesamtmenge an Cholesterin, 
namentlich des freien, wahrend eine hauptsachlich aus Kohlen- 
hydraten bestehende Diat Verminderung des freien Cholesterins, 
dagegen Steigerung des gebundenen zur Folge hatte. 

Von der gleichen Fragestellung gehen in ihrer erst vor 
ganz kurzem erschienenen Arbeit Ignatowski und Monos- 
sohn*) aus. Die Verfasser fiihrten ihre Untersuchungen an 
einem Menschen mit kiinstlicher Gallenfistel aus, mit dem Er- 
gebnis, daB bei einer vorwiegend eiweiBhaltigen Nahrung sowohl 
die festen wie fliissigen Bestandteile der Galle sich vermehrten. 

Wie aus diesem fliichtigen Uberblick iiber die vorhandene 
Literatur hervorgeht, liegen nur wenige und sich widersprechende 
Angaben bisher iiber das Thema vor. Die Frage, ob das Chole- 
sterin der Nahrung mit der Galle ausgeschieden wird oder 
nicht, ist mithin noch immer nicht geklart. 

Um diese Liicke der Cholesterinforschung auszufiillen, haben 
wir die hier mitgeteilten Untersuchungen unternommen. 


1) Contrib. alla conoscenza della colesterina biliare neil’ uomo. 
Rivista crit. di Clin. med. n. 12, 14, 1912. 

*) Zur Physiologie und Pathologie des Cholesterinstoffwechsels. 
Deutsche med. Wochenschr. 8, 1914. 

5) Untersuchung iiber die Gallenabsonderung beim Menschen unter 
einigen Nahrungs- und Arzneimitteln. Zeitschr. f. experim. Pathol. u. 
Therapie 16, H. 2, 1914. 
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An einigen kraftigen Hunden wurde unter der geschickten 
Leitung des Professors Pasanise die Gallenfisteloperation aus- 
gefihrt, und erst nach 2*/, Monaten, als die dadurch bewirkten 
Entziindungen der Wundstelle vollstandig oder nahezu ver- 
schwunden waren, wurden die Tiere fiir die Versuche allmah- 
lich trainiert. 

Die Hunde erhielten zunachst eine kohlenhydratreiche Kost 
(Brot, Kartoffeln); als ich dann zu einer lipoidreichen Diat 
iibergehen wollte, wurden 200 g Ochsenhirn und 3 Kier taglich 
hinzugefiigt. Das Cholesterin wurde nach der Methode von 
Windaus bestimmt mit Ausnahme der 3. Serie, in welcher die 
Gewichtsmethode nach Grigaut benutzt wurde. Die Gailen- 
salze ermittelte man nach den von Exner und Heyrowski 
angegebenen Vorschriften. 

Die Resultate sind in den folgenden Tabellen zusammen- 
gestellt. 

Aus den untenstehenden Tabellen 1a8t sich ersehen, daB 
eine an Lipoiden reiche Kost die Menge des Gallencholesterins, 
wenn auch nur um sehr wenig, so doch ausnahmslos erhdéht, 
In Versuch 1 mit einer durchschnittlichen Tagesausscheidung 
von 0,007 g Gesamtcholesterin gelangen wir nach einigen Tagen 
mit lipoidreicher Nahrung zu dem Mittelwert von 0,0083 g pro die. 

In Versuch 2 steigt der Mittelwert von 0,0055 g Gallen- 
cholesterin nach wenigen Tagen der Ernahrung mit hohem 
Lipoidgehalt auf eine tigliche Ausscheidungsmenge im Mittel 
von 0,0079 g. 


Tabelle I. 








ee ensaure Freies Gebundenes| Gesamt- 
& Salze Cholesterin | Cholesterin | cholesterin 
Datum z 


Abs.|Proz.| Abs. | Proz.| Abs. | Proz.| Abs. | Proz. | Bemerkungen 

Wert} Wert | Wert | Wert | Wert | Wert | Wert | Wert 

com} g | “loo & "loo 4 */00 g "loo 
24. II. 80 0,857/11,90 10,0085 |0,11 ,0025 0, ,006 {0,1 Kohlenhy drat- 
15. III. 35 10,455/13 10,005 |0,142810,003 |0,0857}0,008 0'2985| } kost 
Mittelwerte 0,406|12,45 |0,00425|0,1297|0,00275|0,0840|0,007 |0,2137| 

Vom 22. III. 
































bis 28. LIT. | 30 {0,446/14,875]0,005 |0,166 [0,003 {0,10 0,008 0,266 |) Kost bestehena 
81.111. | 25 |0,895/15,80 10,0045 |0,18 |0,0035 /0,133 }0,008 |0,320 | aus, Kobienhy- 
3.IV. | 25 |0,411/16,45 [0,005 {0,20 0,004 0,16 40,009 |0,360 |} nirn una Kiern. 























Mittelwerte _ 0,417/15,708}0,00483/0,182 |0,0035 {0,131 }0,0083/0,315 | 
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Tabelle II. 








Freies Gebundenes| Gesamt- 
Cholesterin | Cholesterin | cholesterin 


Abs. | Proz.} Abs. | Proz.} Abs. | Proz. | Bemerkungen 
Wert | Wert | Wert | Wert | Wert | Wert 
com; g "loo * °lo0 g "loo 





menge 


Datum 


Gallen- 





4. V. 25 40,003 |0,12 {0,002 0,08 {0,005 (0,20 Kohlenhydrat- 
10. V. 32 10,004 [0,125 10,002 |0,0625}0,006 01775|$ kost. 


Mittelwerte 0,0035'0,122 [0,002 |0,0713]0,0055/0,1938 






































Vom 24. V. 
bis 28. V. ]| 28 |0,0045|0,160 10,0025|0,089 0,007 {0,250 |) Kost bestehend 
80. V. | 25 |0,0051/0,204 {0,0084'0,136 }0,0085/0,340 | }$us, Kohlenhy- 
5. VI. _| 30 {0,0048/0,153 |0,0037/0,123 |0,0083|0,276 |) hirn und Eiern. 
Mittelwerte  _0,0047/0,172 |0,0032\0,116 |0,0079|0,288 





Tabelle IIL 
































Ro " Gallen- Gesamtcholesterin 
Datum menge | Abs. Menge | Proz. Wert Bemerkungen 
ccm g */00 
15. V. 25 0,005 0,20 
17. V. 32 0,006 0,19 } Konlenhydratkost 
Mittelwerte .... 0,0055 
Vom 20. V. Kost bestehend aus 
bis 27. V. 28 0,007 0,25 { Kohlenhydrat, Hirn 
und Eiern. 
7. VI. 18 0,0034 0,19 Kohlenhydratkost. 





In Versuch 3 erreicht die Tagesausscheidung im Mittel 
von 0,055g in den Tagen, an welchen lipoidreiche Kost ver- 
fiittert wurde, den Wert von 0,067 g, um in den folgenden 
Tagen, als das Tier auf seine urspriingliche, vorwiegend aus 
Kohlenhydraten bestehende Kost zuriickgefiihrt wurde, auf 
0,0034 g zu sinken. 

Die Ergebnisse sind also absolut konstant. Es ist be- 
merkenswert; daB sich die Zunahme nicht nur auf das freie 
oder das gebundene Cholesterin bezieht, sondern auf beide. 

In der einzigen, von mir ausgefiihrten Untersuchung der 
Gallensalze habe ich ebenfalls als Effekt der lipoidhaltigen 
Fiitterung eine Zunahme derselben festgestellt. Die tiagliche 
Ausscheidung im Mittel von 0,406 g stieg auf 0,417 g pro die 
an. Auch hier handelt es sich um eine minimale Steigerung. 

Diese Ergebnisse ermangeln nicht des Interesses. Vor allem 
tritt aus ihnen die Tatsache mit aller Scharfe hervor, daB naim- 
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lich, wenn man einem Tier mit einer lipoidreichen Kost eine 
erhebliche Menge Cholesterin beibringt, der Gehalt dieser Sub- 
stanz in der Galle steigt, und zwar um bedeutend weniger, als 
die dargereichte Menge betrug. In unserem Falle kann man 
grob berechnen, daB mittels des Ochsenhirns und den Eiern 
taglich ungefahr 5 bis 6 g Cholesterin mehr als in den vorher- 
gehenden Tagen eingefiihrt wurden. Die Zunahme in der Aus- 
scheidung betrug im Mittel 1 bis 2 mg Gallencholesterin tiglich. 

Auf Grund dieses Faktums, das mit den von Goodman 
erzielten Resultaten voéllig ibereinstimmt, kénnte man fragen: 
Wird das Cholesterin aus der Nahrung nun hauptsichlich durch 
die Leber ausgeschieden, wie z. B. die Salze und Stickstoff- 
schlacken durch die Niere? Offenbar ist dies doch nicht der Fall. 

Es ware mii®ig, an der Tatsache zu zweifeln, daB das 
in der Nahrung enthaltene Cholesterin nicht assimiliert wird. 
Es ist durch unzahlige Versuche bewiesen, daB das Cholesterin 
leicht vom Ké6rper absorbiert und nur ein kleiner Bruchiteil, 
als solcher oder chemisch abgebaut, mit den Faeces aus- 
geschieden wird. 

Auch die Untersuchungen von Weltmann und Biach’) 
iiber das verschiedene Verhalten der Pflanzenfresser und Fleisch- 
fresser in bezug auf das Schicksal des Cholesterins im tierischen 
Organismus geben uns keinen AufschluB. 

Diese Arbeiten haben ergeben, daB bei den Pflanzenfressern 
sich das aufgenommene Cholesterin im Blutserum anhauft und 
sogar, nachdem kein Cholesterin mehr verabreicht wird, nicht 
ausgeschieden zu werden braucht. Bei den Carnivoren hin- 
gegen tritt eine voriibergehende Hypercholesterinamie auf, wobei 
das Cholesterin rasch wieder abgegeben wird. Den Grund fiir 
das abweichende Verhalten sahen die Verfasser in der ver- 
schiedenartigen Funktion der Leber. Bei den Herbivoren kénnen 
sich groBe Cholesterinmengen in der Leber, in den Neben- 
nieren und in den Eierstécken ansammeln, wahrend bei den 
Carnivoren der Cholesteriniiberschu8 sofort mit der Galle ab- 
gesondert wird. 

Meine Versuchstiere waren aber Hunde, also gerade Fleisch- 
fresser, bei denen die Ausscheidung des dargereichten Chole- 


’) Zur Frage der experimentellen Cholesteatose. Zeitschr. f. experim. 
Pathol. u. Therap. 14, 1913. 
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sterins schnell und reichlich hatte vor sich gehen sollen. In 
der Tat betrug aber die Zunahme des Gallencholesterins lacher- 
lich wenig im Vergleich zu der mit der Nahrung aufgenom- 
menen Menge. 

Martiri versucht den Umstand, warum bei gréBerer Chole- 
sterinaufnahme eine entsprechende Steigerung des Cholesterin- 
gehalts in der Galle ausbleibt, durch folgende Beobachtung zu 
erklaren. Bei Menschen oder Tieren mit permanenter Gallen- 
fistel findet ein standiger Cholesterinverlust durch die Galle 
statt, so daB allmahlich die Organe an Cholesterin verarmen. 
Unter solchen Bedingungen ist es nun wahrscheinlich, daB ein 
Uberschu8 des Nahrungscholesterins sofort aufgesaugt und von 
den Geweben begierig festgehalten wird. 

Die Beobachtung Martiris ist durchaus richtig, doch 
werden auch dadurch, meiner Meinung nach, die von uns er- 
mittelten Tatsachen nicht restlos erklart. Der Hinweis geniigt, 
daB das mit der Galle bei einem Fistelhund ausgeschiedene 
Cholesterin kaum einige Zentigramm tiglich ausmacht, daB also 
in 3 bis 4 Versuchsmonaten der Gesamtverlust 1 g, héchstens 
1*/, g betragt, um die Deutung hinfallig erscheinen zu lassen. 

Ein einziger Tag mit reichlicher Lipoidnahrung hatte ge- 
niigt, um die Verluste wieder wettzumachen, geschweige denn 
5 bis 6 Tage mit einer Kost von hohem Lipoidgehalt, wie das 
bei unseren Hunden der Fall war. Erst nach diesem Zeitraume 
ging man zu der ersten Cholesterindosierung iiber, wahrend 
die letzte Dosierung 10 bis 12 Tage nach Beginn der Versuchs- 
diat stattfand. 

Gestiitzt auf meine Versuche glaube ich mit Sicherheit 
schlieBen zu kénnen, da8 man die Galle nicht als den Haupt- 
ausscheidungsweg fiir das iiberschiissige, mit der Nahrung auf- 
genommene Cholesterin ansehen kann, auch nicht bei den fleisch- 
fressenden Tieren. Andererseits aber haben wir nicht das Recht, 
wie es die Naunynsche Schule tat, zu behaupten, daB das 
Gallencholesterin mit dem Nahrungscholesterin in gar keiner 
genetischen Beziehung steht. In meinen Untersuchungen war 
der Einflu8 der Nahrung, wenn auch minimal, so doch konstant. 

Ebensowenig darf man annehmen, daB der Uberschu8 an 
verzehrtem Cholesterin sich fast vollstandig in Cholalsiure um- 
wandelt und dann als gallensaure Salze ausgeschieden wird. 
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Bekanntlich haben einige Forscher, darunter Grigaut’), 
die Behauptung aufgestellt, daB das Cholesterin in der Leber 
in Cholalséure iibergeht und als gallensaure Salze den Kérper 
verlaBt. Wenn dies zutrafe, so ware es verstaindlich, warum 
das im Uberschu8 zugefiihrte Cholesterin mit der Galle mehr 
in Form von Cholalséure als in Form von Cholesterin zur Aus- 


scheidung gelangt. Es ist nicht meine Absicht, in eine Dis- 
kussion iiber die zur Stiitze dieser Hypothese erbrachten Be- 
weisgriinde naher einzugehen. Nur so viel will ich hier sagen, 
daB meine Versuche sie nicht ganz bewahrheiten. Denn nach 
einer iiberreichen Cholesterinfiitterung ist die Ausscheidung der 
gallensauren Salze um etwa 1 og tiglich gestiegen, also um 
eine verschwindend kleine Menge im Vergleich zur aufgenom- 
menen. 

Folglich wird nur ein minimaler Bruchteil des iiber- 
schiissigen Nahrungscholesterins durch die Galle eliminiert, die 
Hauptmenge erfaihrt ein anderes Schicksal, worauf hier aber 
nicht weiter eingegangen werden soll. 


Zusammenfassung. 


Verabreicht man an Hunde mit kiinstlicher Gallenfistel 
eine lipoidreiche Nahrung, so bewirkt diese eine konstante, un- 
endlich kleine Zunahme des Gallencholesterins und der gallen- 
sauren Salze. Diese Zunahme ist gering und rechtfertigt nicht 
die Auffassung, die Galle sei der vorziiglichste Ausscheidungs- 
weg fiir das Cholesterin aus dem Organismus, noch die Ansicht, 
daB das aufgenommene Cholesterin zum gréBten Teil in Cholal- 
siure iibergeht und als gallensaure Salze ausgeschieden wird. 


) Le cycle de la cholestérinémie. Paris 1913. 




















Beitrage zur Frage: Wie wird pflanzliches EiweiB der 
Nahrung im Tierkérper verwertet? 
I. Mitteilung. 


Von 
H. Boruttau in Berlin. 


(Bingegangen am 5. Februar 1915.) 


Die tieferdringende Kenntnis von der Zusammensetzung 
der EiweiSkérper, insbesondere der quantitativen Beteiligung 
der einzelnen Bausteine, die uns die Arbeiten Emil Fischers 
und seiner Mitarbeiter erméglicht haben, erlaubt ein Ein- 
dringen in Probleme des tierischen Stoffwechsels, von denen 
vorher héchstens eine allgemeine, vielfach unklare Vorstellung 
geherrscht hatte, — Probleme, denen teils ein allgemeineres, 
biologisches, teils aber auch ein hohes praktisches, volkswirt- 
schaftliches und medizinisches Interesse zukommt. Die in der 
gegenwirtigen Kriegszeit natiirlichen Bestrebungen, die Volks- 
ernahrung in méglichst wirtschaftlicher Weise zu gestalten, 
dringen erneut die Aufmerksamkeit auf ein Thema, dessen 
Fragestellung schon 4lter ist, und das unter dem Eindruck 
der erwihnten neuen Kenntnisse von der verschiedenen quan- 
titativen Beteiligung der Bausteine am Aufbau der verschie- 
denen EiweiBkérper vor etwa fiinf Jahren zu einer Anzahl von 
Experimentalarbeiten gefiihrt hat; es handelt sich darum 
inwieweit die verschiedenen EiweiBstoffe, insbesondere 
nach den Kategorien: tierisches arteigenes, tierisches artfremdes 
und pflanzliches Eiwei8 — fiir den Aufbau des tierischen 
und menschlichen Organismus von verschiedenem 
Werte sind. Die Veranlassung zu diesen Arbeiten, wie auch 
ihre Methodik, steht in enger Beziehung zu der Frage nach 
dem sog. physiologischen Eiwei8minimum: schon 1897 


hatte Rubner ausgesprochen, daB es deren viele gibt, je 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 15 
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nachdem mit welchem Nahrungsmittel dasselbe erreicht werden 
soll. Auch: wird jeder von vornherein geneigt sein, ein éuBerstes 
Minimum zu unterscheiden bei durch Hunger oder lange- 
dauernde eiweiB- und kalorienarme Nahrung stark herab- 
gesetztem K6rpergewicht, —- und ein mehr relatives, d. h. 
diejenige Menge EiweiB, bei deren Aufnahme ein Individuum 
bei sonst geniigender oder reichlicher Zufuhr an kohlenstoff- 
und wasserstoffhaltiger Nahrung vor Stickstoffverlust bewahrt 
und leistungsfahig erhalten wird: um das namliche mit aus- 
schlieBlicher EiweiBnahrung oder doch wenigstens eiweiBreicher, 
aber kohlenhydrat- und fettarmer Kost zu erreichen, mu 
natiirlich weit mehr Eiwei8 zersetzt werden, von dem eben 
ein Teil nicht dem Ersatz abgeniitzter Korpersubstanz, sondern 
dem Energieumsatz des Organismus dient. 

Dementsprechend sind auch die Ergebnisse der betreffenden 
Arbeiten verschieden ausgefallen und nicht ohne weiteres ver- 
gieichbar, welche die ,, Wertigkeit“ der verschiedenen EiweiBstoffe 
dadurch zu ermitteln suchten, daB sie diejenigen Mengen 
auffinden wollten, die unter sonst gleichen Umstinden das 
EiweiBminimum darstellten. 

E. Voit und Jos. Zisterer’) stellten Versuche am Hunde 
an, den sie vor jedem Fiitterungsversuch hungern lieBen, bis 
die Stickstoffausscheidung annéhernd konstant wurde: das 
Mittel des in den letzten beiden Hungertagen ausgeschiedenen 
Stickstoffs legten sie der in der Fiitterungsperiode zugefiihrten 
Kost zugrunde, die aus dieser Stickstoffmenge in Gestalt des 
zu prifenden Eiwei8kérpers plus stickstofffreien Nahrstoffen 
von den Bedarf reichlich deckendem Kaloriengehalt gebildet 
wurde. Der mehrtagigen Fiitterungsperiode lieBen sie dann 
wieder eine Hungerperiode folgen, wahrend der die anfinglich 
stark herabgesetzte Stickstoffausscheidung wieder zu annahernder 
Konstanz anstieg. Aus den Werten derselben fiir die beiden 
letzten Tage dieser Hunger-Nachperiode und fiir die beiden 
letzten Tage der Hunger-Vorperiode berechneten sie unter Ein- 
fiihrung einer hier der Kiirze halber zu iibergehenden Korrektur 
den ,mittleren taglichen Stickstoffverlust im Hungerzustande“ ; 
mit diesem verglichen sie dann Zufuhr und Abgabe von Stick- 


1) J. Zisterer, Zeiteohr. f. Biol. 68, 157. — E. Voit u. Z., ebenda 
457, 1909. 
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stoff im Mittel der letzten Tage der Fiitterungsperiode; die 
Abgabe war teils etwas gréBer, die N-Bilanz also negativ; in 
den letzten MuskeleiweiB- und Caseinversuchen dagegen kleiner 
als die Aufnahme, die Bilanz also positiv. Die Unterschiede 
bewegten sich allerdings in engen Grenzen, und die bei Zufuhr 
desselben Eiwei8kérpers in zwei verschiedenen Versuchen 
erhaltenen Zahlen fiir die EiweiBausscheidung bei Fiitterung 
sowohl, wie vor- und nachher bei Hunger gingen so weit aus- 
einander, daB die Autoren selbst wenigstens aus ersteren allein 
keine sichere SchluBfolgerung fiir méglich erkliren: indem sie 
aber die VerhaltniBzahlen nach der Gleichung 


no 300- ce ee 

N-Ausscheidung bei Hunger 
bilden und aus denselben fiir die beiden Versuche mit dem 
namlichen EiweiSstoff die Mittelwerte ziehen, bekommen sie 
Ziffern, die nach ihnen ,,immerhin auf eine gewisse Abhangigkeit 
des EiweiBzerfalles von der Natur der Eiwei8kérper hindeuten“. 
Als EiweiBkérper verschiedener Art benutzten sie Muskel- 
eiweiB in Gestalt von einem durch Auslaugen von Rindfleisch 
mit Wasser und Trocknen im Vakuum gewonnenen Priparat, 
Casein (nach Hammarsten) und Weizeneiwei8 in Gestalt von 
Aleuronat'). Setzten sie fiir das Verhiltnis x (siehe oben) bei 
Muskeleiwei8 100, so berechnete sich fiir Aleuronat 110, fiir 
Casein 111, — d.h. was mit 100 Teilen Muskeleiwei8 erreicht 
wurde, dazu waren 110 Teile Aleuronat, 111 Teile Casein nétig. 
Zur Erorterung der Frage, ob das aufgenommene Eiwei8 im 
Verdauungskanal volistandig aufgespalten wird, haben die Autoren 
ferner noch in der geschilderten Weise mit Trypsin verdautes und 


mit Saure gespaltenes Casein untersucht, — mit dem ErgebniB, 

w1,..:, Stickstoffausscheidung bei Zufuhr ,.. 
ee ee te a bei Hunger 4 
ungespaltenes Casein gleich 100 gesetzt wird, es fiir verdautes 
Casein 111 und fiir saéuregespaltenes gar 156 betragt: die 
Wertigkeit des letzteren wire also nicht mehr ganz */, vom 
ungespaltenen, woraus Voit und Zisterer den SchluB ziehen, 
da8 die normale Aufspaltung der Eiwei8korper im Darm nicht 


volistandig sein kénne, vielmehr gewisse Polypeptide als solche 





1) Hundhausen. 


15* 
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zur Resorption gelangen miissen und die ,,.Kerne“ bilden, mit 
deren Hilfe unter Anlagerung weiterer Gruppen die EiweiB- 
synthese stattfinde. 

Etwas anders ist Michaud in seinem Beitrag zur Kenntnis 
des physiologischen EiweiBminimums’) vorgegangen: als Ver- 
suchstier verwendete auch er den Hund, den er erst langere 
Zeit vollstindig hungern lieB und dann auf eine stickstofffreie 
Kost (Zucker und Schmalz) setzte, bei der weiterhin das 
K6rpergewicht abnahm. Als ,,EiweiBminimum* nahm er dann 
den Mittelwert der Stickstoffausscheidung der letzten 14 Tage 
dieser Periode an: ebensoviel Stickstoff gab er dann auBer 
demselben sstickstofffreien Material in den darauffolgenden 
Fiitterungsperioden, und zwar in Gestalt verschiedener EiweiB- 
kérper, namlich: kérpereigenes EiweiB in Gestalt von gehacktem 
Hundefleisch und Hundeserum; tierisches Eiwei8 in Gestalt von 
Pferdefleisch, Casein und Nutrose, pflanzliches Eiwei8 in 
Gestalt von Glidine (WeizeneiweiB) Dr. Klopfer und von 
Edestin (aus Hanfsamen) Hochst. Es stellte sich heraus, 
dass nur mit kérpereigenem (Hundefleischbrei-) EiweiB auf 
diese Weise das Stickstoffgleichgewicht auf der Stufe des 
»Minimums* wirklich erhalten werden konnte; sowohl beim 
Casein, wie bei den beiden PflanzeneiweiBarten blieb die Stick- 
stoffbilanz vielmehr negativ, und es hatte deren Ration erhéht 
werden miissen, um sie positiv zu machen, was ja bei Zulage 
von Fett und Kohlenhydrat bekanntlich wohl gelingt, wahrend 
bei bloBer Zufuhr auch gréBerer Mengen Pflanzeneiwei8 allein 
amerikanische Autoren keine positiven N-Bilanzen haben erzielen 
koénnen (siehe weiter unten). Michauds Ergebnisse, die er 
auch in iibersichtlicher Form graphisch darstellt, erlauben nun 
ihrerseits ein Urteil iiber die relative Wertigkeit der einzelnen 
EiweiBkérper. So fihrt er an: bei einer Zufuhr von 1,9g N in 
Form von Glidine war die tagliche N-Ausscheidung 2,53 und 
2,19 g, in Form von Edestin hingegen 2,00g. In einer anderen 
Versuchsreihe betrug bei Zufuhr von 1,4g N als Hundemuskel- 
fleisch die tagliche N-Ausfuhr 1,25 g, in Form von Casein 1,30 g. 
In spiateren Perioden, in denen nur 0,8g N zugefiihrt wurde’), 


‘) Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 405, 1909. 
*) zu wenig auch bei kérpereignem Eiwei8, um positive N-Bilanz 
zu erreichen. 
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war die Stickstoffausscheidung bei Hundebreifiitterung 0,94 g, 
bei Caseinfiitterung 0,997 g. Wieder ein andermal war zwischen 
Hundefleischbrei und Casein kein Unterschied vorhanden. 
Dagegen schieden die Tiere regelmaBig bei Pferdefleischfiitterung 
mehr Stickstoff aus als bei Hundefleisch- bzw. Hundeblutserum- 
fiitterung. Wegen der Hinweise auf friihere ahnliche Versuchs- 
ergebnisse von Réhmann und Zadik, Caspari, Liithje 
usw. kann auf Michauds Arbeit selbst verwiesen werden. 
Viel umfangreicher angelegt, mit dem Ziel, fiir den hier in 
Frage stehenden Vergleich der biologischen Wertigkeit von 
Eiwei8kérpern oder bei zusammengesetzteren Nahrungsmitteln 
richtiger gesagt Stickstoffsubstanzen, ziffernmaBige Mittelwerte 
zu finden, ist die in Rubners Institut gemachte Arbeit von 
K. Thomas?). Sie unterscheidet sich von den soeben bespro- 
chen vor allem dadurch, daB sie sich durchweg auf den Menschen 
bezieht. Es sind in ihr zunichst aus anderen Arbeiten und aus 
Selbstversuchen Werte fiir das Stickstoffminimum zusammen- 
getragen, die dadurch erhalten wurden, da die Versuchs- 
person sich ausschlieBlich von dem in Betracht kommenden 
Nahrungsmittel ernahrte. Bei Steigerung der Zufuhr bis zum 
Ubergang (oder wenigstens der Anniherung) von negativer zu 
positiver Stickstoffbilanz ergeben sich die nétigen Werte resor- 
bierten Stickstoffs resp. EiweiBes, und es zeigt sich, daB bei 
geniigender Kalorienzufuhr das Stickstoffminimum bei aus- 
schlieBlicher Ernahrung mit (zu geeigneten Kuchen gebackenem) 
Weizenmehl iiber doppelt so hoch war (etwa 13g) wie bei aus- 
schlieBlicher Ernahrung mit Kartoffel oder mit Milch (etwa 6 g), 
— bei letzterer wenigstens dann, wenn sie durch Zusatz von 
Rahm und Zucker geniigend kalorienreich gemacht und der 
Frauenmilch ahnlich war. Es wurde dadurch auch der Beweis 
geliefert, daBS auch der Erwachsene unter entsprechenden 
Bedingungen mit ebensowenig EiweiB in seiner Nahrung aus- 
kommen kann, wie das nach Rubner und Heubner’) fiir 
den Saugling der Fall ist. 

Zur Berechnung der biologischen Wertigkeit aus seinen 
Versuchen geht Thomas davon aus, daB dieselbe ein prozen- 
tisches Verhialtnis bedeutet, das angibt, wieviel Teile Korper- 

1) Arch. f. Anat. und Physiol., physiol. Abt. 1909, 219. 

*) Zeitachr. f. exp. Path. u. Ther. 1, 1, 1905. 
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stickstoff durch 100 Teile Nahrungsstickstoff vertreten werden 
kénnen. Zu seiner Berechnung wird es darauf ankommen, wie 
die betr. Stickstoffsubstanz ausgeniitzt wird. Wird sie so gut wie 
volistandig resorbiert, wie meistens bei tierischem Eiwei8 und 
gut ,aufgeschlossenen“ Vegetabilien (siehe unten), so stammt 
der Kotstickstoff sowohl in der Hungerperiode wie auch in der 
Fiitterungsperiode nur vom Kérper, wird sie schlecht resorbiert, 
so geht ein Teil ihres Stickstoffs za dem vom K6rper stammenden 
hinzu in den Kot. Bei dazwischenliegendem Verhalten ist die 
Beurteilung schwieriger. Thomas stellt drei Formeln auf, namlich 
erstens: 
Werttaheds pitch’ 100: LP ae eee Kasey ome 
aufgenommener Stickstoff 


zweitens: 
Urin-N stickstofffrei plus Kot-N -+- Bilanz 


ee, -aufgenommener Stickstoff 





drittens, indem als durchschnittliche Kotstickstoffmenge bei 
stickstofffreier Nahrung 1 g angesetzt wird: 
Wertigkeit gleich 
Urin-N bei stickstoftfr. K.-+- Kot-N + Bilanz +- 1,0 
100:5— - 
aufgenommener N minus Kot-N +- 1,0 





Letztere Berechnungsart gilt vorwiegend fiir schlecht resor- 
bierbare Nahrungsmittel. Wo ndétig, wurde aus mehreren Be- 
rechnungsarten das Mittel gezogen. 

In den Selbstversuchen begann Thomas mit dreitagiger 
reiner Kartoffelkost und genoB in den 2- bis 3 tagigen stick- 
stofffreien Perioden 750 bis 1000 g Kohlenhydrate tiaglich in 
Gestalt entweder eines Breies aus rohem Starkemehl (6 Teile), 
Milchzucker (6 Teile) und Rohrzucker (1 Teil), mit etwas Zitronen- 
oder Himbeersaft, oder in Gestalt von aus entsprechenden In- 
gredienzien nach einem mitgeteilten Rezept gebackenen Kuchen. 
Der Kot wurde abgegrenzt mit Agar und Bolus. Stickstoff- 
verluste durch Haut und Haar wurden vernachlissigt. Die 
zu untersuchenden N-haltigen Nahrungsmittel wurden zu jener 
Grundkost hinzugesetzt. Als Stickstoffausgabe im Urin bei 
N-freier Nahrung wurde diejenige des letzten Tages der N-freien 
Perioden eingesetzt, die Berechnung der Wertigkeit erfolgte 
fiir die Einzeltage mit Zulagen bestimmter Nahrungsmittel 





— 
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besonders, unter Ausrechnung von Mittelzahlen’). Es wurden 
folgende stickstoffhaltigen Nahrungsmittel beriicksichtigt und 
folgende Mittelwerte fiir die biologische Wertigkeit erhalten: 


ere ee rr a A 
Fischfleisch (Schellfisch und Kabeljau) 94,46°/, 
W's sa see te ee. ee 
Ms se te eh oe ee 
ess ee ee ee ee eee 
et. sss SS RS ee et 8 eee 
Me. Se hs ee ee 
Weweumem.. www. 
ee ee eer ee se ee 
Ms Se ee sk ae Se ee 
a Ee 
pa eae 
Ms es ek te es ee ee eee 
DM. 6 es te ee ee ee 
ME <9 ks ae ote 8 he ee ee 


An diesen Ergebnissen, zunachst unter der Voraussetzung, dab 
den Zahlen allgemeinere Giiltigkeit zuakommt, fallt mancherlei 
auf und ist geeignet, auf die Vorginge der EiweiBsynthese im 
Tierkérper Licht zu werfen, darunter Punkte, die Thomas 
schon selbst in seiner Besprechung derselben erwahnt oder 
andeutet. 

DaB die biologische Wertigkeit der Stickstoffsubstanzen 
von ,,Fleisch“*) und von ,,Milch“ um 100°/, liegt und hoéher 
ist als diejenige von Casein resp. Nutrose‘*), von Hefe und 
den N-Substanzen pflanzlicher Herkunft, kann in der Tat nur 
dahin gedeutet werden, daB die erstgenannten Nahrungsmittel 
alle Komponenten bei einander und in dem Mengenverhiltnis 
enthalten, wie sie zum Aufbau der Ko6rpereiweiSsubstanzen 


1) Siehe die Tabelle a. a. 0. S. 266. 

*) Wiirde also mehr als sein gleiches Gewicht Kérpereiwei8 bilden 
konnen! 

*) Fischfleisch und noch mehr das Fleisch der wirbellosen Krabbe 
ist ,,minderwertiger“. 

*) Auch durch lange Verdauung abgebautes Casein findet Thomas 
im Gegensatz zu Voit und Zisterer (a. a. 0.) dem nativen Casein 
gleichwertig. 
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einschlieBlich der phosphorhaltigen Kernstoffe notwendig sind. 
DaB hier die sog. Extraktivstoffe offenbar eine Rolle spielen, 
darauf weist Thomas ausdriicklich hin. Es fallt aber weiter- 
hin auf, daB die biologischen Wertigkeiten fiir Weizenmehl, 
Mais und Erbsen so auBerordentlich zuriickstehen gegeniiber 
denjenigen der Stickstoffsubstanzen von Kartoffeln, Reis, Blumen- 
kohl, Spinat und Kirschen. Das verwendete Weizenmehl bildete 
zusammen mit den Bestandteilen der stickstofffreien Grundkost 
eine ganz besonders mineral- und extraktivstoffarme Kost, und 
die Stickstoffsubstanzen des Weizenmehls sind neben geringen 
Mengen Albumin vorwiegend die EiweiZkomponenten des sog. 
Klebers, das Glutenin und das alkohollésliche Gliadin. Im Mais 
wiegt das gleichfalls alkohollésliche Zein vor. Aus den auBer- 
ordentlich griindlichen Untersuchungen der amerikanischen 
Forscher wissen wir, daB diese PflanzeneiweiBarten samtlich 
besonders stark in bezug auf die Mengenbeteiligung der ein- 
zelnen Bausteine vom tierischen EiweiB abweichen. Wie dies 
auf Grund der ersten dahingehenden Hydrolysenergebnisse 
Abderhalden, ferner Zisterer, Michaud und Thomas iiber- 
einstimmend angeben, mu8 hieraus schon von vornherein auf 
eine gewisse ,,Minderwertigkeit“ dieser EiweiBkérper geschlossen 
werden, in dem Sinne, daB zum Aufbau von Korpereiwei8 eine 
gréBere Menge von ihnen zersetzt und stickstoffhaltiger ,,Abfall“ 
ausgeschieden werden mu8, und Thomas erwartet schon aus 
dem 3 mal héheren Glutaminsiuregehalt des WeizeneiweiBes 
heraus eine Drittelwertigkeit! 

Es erscheint biologisch auBerst unwahrscheinlich, 
da8B die groBe Zahl der pflanzenfressenden Landtiere, 
die an Gewicht die reinen Fleischfresser bedeutend iiberwiegen, 
aus den Stickstoffsubstanzen der Pflanzennahrung ihr 
KérpereiweiB in dermaBen verschwenderischer Weise mit 
einem Abfall bis zu 2Dritteln des Materials aufbauen 
sollen. Hier kann uns in den Ergebnissen der Thomasschen 
Versuche die Tatsache als Leitstern dienen, daB (ganz ab- 
gesehen vom Reis, dessen Verhalten Gegenstand besonderer 
Untersuchungen von mir bildet) die Sticksoffsubstanz der (NB. 
in der Schale gekochten) Kartoffeln, von Blumenkohl, Spinat 
und Kirschen eine viel héhere, der des FleischeiweiBes naher- 
kommende biologische Wertigkeit aufweist. GewiB handelt es 
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sich hier nicht nur um EiweiBkérper, sondern um anderes 
stickstoffhaltiges Material, — und was dabei hauptsichlich in 
Betracht kommt, ist, daB es sich hier nicht wie bei Weizen- 
meh] und MaisgrieB um fast isolierte, im Zustande relativer 
Unvermischtheit befindliche Reservestoffe des Inneren von 
Kotyledonen handelt, sondern um den Inhalt lebender 
Pflanzenzellen und Ausscheidungen derselben in Gestalt der 
Cuticularsubstanzen von Blatt- und Stielteilen, Schalen von 
Knollenbildungen und Friichten! Hierin steckt ein reicher Mine- 
ralgehalt, hier sind Glucoside, Phosphatide, stickstoffhaltige Basen 
teils ringformiger (Purin, Pyrimidin, Urazil) Atomgruppierung, 
aromatische Verbindungen’) und viele andere Stoffe vorhanden, 
von denen angenommen werden kann, ja geradezu angenommen 
werden muB, daB sie bei der KoérpereiweiBsynthese aus dem 
durch die Verdauung gegebenen Bausteinmaterial irgendwie 
eingreifen werden, — zumal da der Verdauungskanal der 
Pflanzenfresser hier vieles Schwerlésliche aufschlieBt! 

Thomas selbst macht darauf aufmerksam, da8 die bio- 
logische Wertigkeit der Stickstoffsubstanz des Brots sicher 
hoher ist, als diejenige des MehleiweiBes, und glaubt, daB bei 
der Hefewirkung WeizeneiweiB in HefeeiweiB umgewandelt 
werde. Versuche der amerikanischen Forscher, auf die ich 
spater zuriickkommen werde, sprechen dafiir, daB, unter sonst 
gleichen Umstanden, die Stickstoffbilanz bei Ernihrung mit aus- 
schlieBlich isolierten PflanzeneiweiBkérpern (Glutenin, Gliadin, 
Zein, Hordein), die auch bei gréBeren Mengen doch negativ 
bleibt, durch Zusatz von Mineralsalzen verbessert werden kann. 

Ich habe es mir zur Aufgabe gesetzt, zu unter- 
suchen, inwieweit die bei isolierter Verfiitterung ge- 
ring befundene biologische Wertigkeit pflanzlicher 
EiweiBkoérper durch Zusatz von Produkten der Pflanze, 
die bei der natiirlichen Ernahrung des Pflanzenfressers 
stets mit in Betracht kommen, beeinfluBt, insbesondere 
verbessert wird; dabei wurde besonders beachtet, inwieweit 
nach der besonders untersuchten biologischen Wertigkeit der 
Stickstoffsubstanz des Zusatzes es sich bei der Verbesserung 


1) Schon 1866 haben MeiBner und Shepard in den Cuticular- 
substanzen die Quelle der Benzoesiurekomponente bei der stindigen 
bedeutenden Hippursdiureausscheidung der Pflanzenfresser vermutet ! 
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nur um Erreichung eines Durchschnitts oder eine weitergehende 
Einwirkung handelt. Dabei wurde natiirlich der Ausniitzung 
der betreffenden Nahrungsmittel sowie der Stickstoffbilanz ge- 
biihrende Aufmerksamkeit geschenkt; insbesondere wurde mit 
Hinblick auf die am Menschen bzw. Fleischfresser (s. unten) 
anzustellenden Versuche und praktisch-wirtschaftliche Folge- 
rungen aus ihren Ergebnissen, an Stelle der im Darmkanal des 
Pflanzenfressers stattfindenden ,,chemischen AufschlieBung“ die 
»mechanische AufschlieBung“ beriicksichtigt, die neuerdings in 
der Ernahrungstechnik mit Recht zanehmende Anwendung findet. 

In der vorliegenden Mitteilung will ich dasjenige berichten, 
was ich bis jetzt als einigermaBen abgeschlossen ansehe. Weiteres 
wird spiter mitgeteilt werden, darunter auch bis jetzt noch 
spirliche Versuche am Menschen. 

Die meisten bisherigen Versuche habe ich am Hunde an- 
gestellt, unter Beriicksichtigung der iiblichen technischen Einzel- 
heiten. Die Abgrenzung des Kotes, soweit sie nicht durch die 
Verwendung langer Versuchsperioden iiberfliissig gemacht wurde, 
erfolgte mit Kohle. 

Im allgemeinen wurde nach im Beginn vorausgeschickten 
Hungertagen und Entfernung angesammelten Kotes durch 
Klistier und Abfiihrmittel je eine Fiitterungs- oder besser ge- 
sagt N-haltige Zulageperiode immer eingeschaltet zwischen zwei 
Perioden mit N-freier Fiitterung. Diese erfolgte mit einem 
Starke-Schmalz-(oder Ol-)Zuckerbrei mit oder ohne Salzzusatz. 
Wenn auch die betreffende Ration im Laufe langerer Serien 
mit beginnendem Widerwillen des Tieres nicht immer vollstandig 
aufgefressen wurde (bei der N-haltigen Zulage war immer dafiir 
gesorgt, daB dies geschah) und wenn in gleichem Falle auch die 
Ausniitzung nachlieB, insbesondere ein Teil der Starke mit dem 
Kote abging, so war doch immer fiir geniigende Calorienzufuhr ge- 
sorgt, — die Grundbedingung, um den Eintritt des resorbierten 
fiir durch Abnutzung verlorenen Stickstoff annehmen zu diirfen. 

In einigen orientierenden Vorversuchen sollte die bio- 
logische Wertigkeit des isolierten WeizeneiweiBes (als Glidine 
oder Lecithineiwei8 Dr. Klopfer wie bei Michaud) mit der- 
jenigen der Stickstoffsubstanz von weiBem, aus reinem Weizen- 
mehl bereiteten Brot, sowie mit derjenigen von Rindfleisch 
verglichen werden. 
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I. 
Nach laingerem Hunger erhielt der Hund vom 20. bis 
24. XI. 1913 taglich 200 g Starke und 50g Ol] und schied im 
Mittel dieser Tage, wahrend er von 12,85 auf 12,7 kg Kérper- 
gewicht abnahm, taglich 2,22 g N im Harn aus. Er bekam 
dann wiahrend dreier Tage eine Zulage von 200 g WeiBbrot 
mit 2,0g N téglich und schied, wahrend sein K6rperge- 
wicht sich auf 12,65 kg konstant hielt, im Mittel*) dieser 
Tage 2,97 g N im Harn aus, dazu 0,16 g im Kot. Die Bilanz 
betrug somit 2,0 — (2,97 +- 0,16) — 1,13 g. In weiteren 
2 Tagen N-freier Kost wie oben schied das Tier, wahrend sein 
Korpergewicht auf 12,33 kg zuriickging, im Mittel 1,9 g N im 
Harn aus. Nehmen wir als Mittel der N-Ausscheidung bei 
N-freier Kost 2,06 g an, so stellt sich die biologische Wertig- 
keit nach der ersten Formel (siehe oben S. 230) zu: 
2,06 — 1,13 
100-— 30 - == 46,5°/, 
und nach der zweiten zu: 
2,06 + 0,16 — 1,13 


1 
- 2,0 


= 50,45°),. 





Hierauf erhielt der Hund 3 Tage lang eine Zulage von 
14 g LecithineiweiB (Glidine) mit 2,0 g Stickstoff und schied, 
wahrend sein Korpergewicht weiter auf 12,52 kg sank, im Mittel 
dieser Tage 3,05 g N im Harn und 0,16 g N im Kot aus. Die 
Bilanz betrug somit — 1,21 g. In weiteren 2 Tagen mit N-freier 
Kost betrug die mittlere N-Ausscheidung im Harn 2,0 g, so daB 
wir als Mittel 1,95 g einsetzen wollen und die biologische Wertig- 
keit sich berechnet nach der ersten Formel zu: 


ees 
a = $79), 
und nach der zweiten zu: 
1,95 +.0,16 — 1,2 
ae ips © ere 
Vom 9.1. 1914 ab wurde demselben Tier, dessen Ge- 
wicht durch eine zu anderen Zwecken durchgefiihrte Hunger- 
periode auf 10,8 kg gefallen war, durch 6 Tage wieder wie oben 


1 
100 = 40°),. 


1) Bei geringer Veranderung. 








cetera poche: 
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N-freie Kost gegeben; das Mittel der N-Ausscheidung im Harn 
fiir die letzten 3 Tage’) betrug 3,19 g. Darauf erhielt es 4 Tage 
lang etwa 60g Fleisch mit 2,4 g Stickstoff taglich und schied, 
wahrend das inzwischen auf 10,5 kg weiter gefallene Kérper- 
gewicht anniéhernd konstant blieb, im Mittel der beiden letzten 
Tage dieser Zulageperiode*) 2,93 g N aus im Harn, dazu im 
Kot 0,1 g, so daB die (immer noch negative) Bilanz — 0,63 g 
betrug. Im Mittel von 3 Tagen stickstofffreier Nachperiode 
wurden im Harn tiaglich 3,30 g N ausgeschieden, so da8 wir 
als N-freie mittlere Ausscheidung 3,24 g ansetzen diirfen. Die 
biologische Wertigkeit des FleischeiweiBes ergibt sich so nach 
der ersten Formel zu: 


100- 3,24 — 0,63 


24 - = 108,7°/, 
und nach der zweiten zu: 
3,24 + 0,10 — 0,63 
2,4 
In dieser Serie bestatigt es sich also, daB die Wertigkeit 
des GetreideeiweiBes im Brot etwas hoéher ist als in isoliertem 
Zustande. 








100 = 112,2°),. 





2. 

In weiteren Reihen wurde auch der isolierte alkohollésliche 
Anteil des WeizeneiweiBes, das Gliadin, auf seine Wertigkeit 
untersucht. 

Der Hund, nach nur kurzer Hungerperiode am 8. IV. 1914 
auf einem Kérpergewicht von 13,1 kg, schied in den letzten 
4 Tagen einer 11tagigen Periode N-freier Fiitterung, wihrend 
der er bis auf 12,0 kg abnahm, durchschnittlich’) 1,9 g Stick- 
stoff im Harn aus; er erhielt dann 4 Tage lang je 30 g Gliadin 
mit 4,2 g Stickstoff zugelegt und schied im Mittel derselben *) 
taglich 4,22 g N im Harn und 0,34 g N im Kot aus, so daB 
die Bilanz — 0,36 g betrug. In weiteren 3 Tagen stickstofffreier 
Fiitterung betrug die N-Ausscheidung im Harn im Mittel 2,16 g, 
so daB wir als allgemeines Mittel der Stickstoffausscheidung bei 
N-freier Kost 2,03 g ansetzen kénnen. 


1) Nur der erste Tag wich stark ab. 
*) Bei sehr geringen Schwankungen. 
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Die biologische Wertigkeit ergibt sich nach der ersten 


Forme! zu: 


2,03 — 0 


36 7 
100- 4,2 = 39,7°/, 


und nach der zweiten Formel zu: 


2,03 +. 0,34 — 0, 


1 
i 4,2 





38 __ 47,99). 


Die Zahlen unterscheiden sich wenig von denjenigen fiir das 
»Glidine* (LecithineiweiB), und dasselbe gilt, wie hier kurz 
bemerkt sei, auch fiir den alkoholunléslichen Anteil dieses 
(lecithinfrei gemachten) Priparats, das Glutenin. 

Ganz anders verhilt sich die Stickstoffsubstanz eines reinen 
Blattgemiises, des Spinats. Nachdem dies schon fiir den Ver- 
such von Thomas erhellt, der ihn als solchen in grdferen 
Mengen genoB und schlecht ausniitzte, hielt ich es fiir zweck- 
miBig, einen Versuch anzustellen mit mechanisch aufge- 
schlossenem Spinat, in Gestalt von Spinat-Trockenpulver 
groBter Feinheit *), das nach dem Friedenthalschen Verfahren 
durch Behandlung in Kugelmiihlen erhalten ist und nachge- 
wiesenermaBen gut ausgeniitzt wird. 

Das Tier, das nach langerer Ruhe und abundanterer Fiitte- 
rung vom 7. VI. 1914 ab 7 Tage lang stickstofffrei gefiittert 
wurde und wahrend dieser Zeit von 15,0 auf 13,6 kg Korper- 
gewicht herabging, schied im Durchschnitt der letzten 3 Tage 
tiglich 2,11 g Stickstoff im Harn aus. Es erhielt dann 5 Tage 
lang eine Zulage von 100 g Spinatpulver mit 4 g Stickstoff 
taglich, nahm dabei weiter auf 13,3 kg ab und schied in dieser 
Zeit im Mittel taglich 3,06 g Stickstoff im Harn + 0,36 g Stick- 
stoff im Kot aus; die Bilanz war also -++-0,58 g; in weiteren 3 Tagen 
N-freier Fiitterung wurden durchschnittlich 1,88 g N im Harn 
ausgeschieden. Als Mittel der N-Ausscheidung bei N-freier 
Fiitterung in diesem Versuch wollen wir hier 2,11 g ansetzen, 
und es berechnet sich die biologische Wertigkeit der Stickstoff- 
substanz des Spinatpulvers nach der ersten Formel zu: 


2,11 -+ 0,58 
100. —- id 





= 67,2°/, 


1) Von Tépfer in Bohlen bei Rétha, Sachsen. 
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und nach der zweiten Formel zu: 
2,11 + 0,36 + 0,58 
4,0 

In einem anderen entsprechend ausgefiihrten Versuch, in 
dem freilich an einem Tage Harn verloren gegangen war, be- 
rechnete sich die Wertigkeit sogar zu 85°/, resp. 97°/,. Es 
kann nach diesen wie nach den Thomasschen Versuchen also 
kein Zweifel bestehen, daB sie recht hoch ist. 

Ich habe nun versucht zu ermitteln, ob und wie die be- 
rechnete biologische Wertigkeit des Gliadins, die ja unzweifel- 
haft niedrig ist, wenn nur dieses zu einer stickstofffreien Kost 
hinzugefiigt wird, beeinfluBt wird durch einen geringen Zusatz 
von Spinatpulver. 

Das Tier, das nach einer Hungerperiode 11,1 kg wog, er- 
hielt vom 23. bis 25. XII. 14 N-freie Kost und schied im Mittel 
dieser Tage 3,09 g N im Harn aus. Es erhielt dann 5 Tage lang 
die allerdings verhaltnismaBig geringe Zulage von 15 g Gliadin 
-+-1 einzigen Gramm Spinatpulver mit 2,4 + 0,04 g Stickstoff 
und schied in dieser Zeit tiglich 4,15 g N im Harn und 0,25 g 
im Kot aus; die Bilanz betrug also — 1,96 g. Im Mittel zweier 
weiterer stickstofffreier Tage wurden 3,08 g N im Harn aus- 
geschieden. Die biologische Wertigkeit der aufgenommenen 
Stickstoffsubstanzen berechnet sich nach der ersten Formel zu: 

3,09 — 1,96 


ails needs. FY 
100 244 47,1°), 


100 = 76,0°/,. 





und nach der zweiten Formel zu: 
3,09 + 0,25 — 1, 
2,44 
Verglichen mit den oben fiir Zulage von Gliadin allein gefun- 
denen Zahlen bedeutet das ohne Zweifel eine Verbesserung der 
Verwertung, die durch den absoluten Anteil des Spinatstick- 
stoffs offenbar allein nicht erklart werden kann, sondern in 
seiner chemischen Bindung oder aber in anderen, N-freien Be- 
standteilen des Spinatpulvers begriindet sein muB, welche die 
Verwertung der Gliadinbausteine zur Synthese von KoOrper- 
eiweiB verbessern helfen. 

Einen ahnlichen Versuch iiber die Wirkung eines gering- 
fiigigen Zusatzes des Spinatpulvers habe ich im Anschlu8 an 


96 _ 54,8°/,. 


100 














— _— 7 








Wie wird pfianzliches KiweiB der Nahrung im Tierkorper verwertet? 239 


einige Versuche gemacht, die der Bestimmung der biologischen 
Wertigkeit eines LeguminoseneiweiBproduktes galten. In der 
einzigen Bestimmung fiir Erbsen findet Thomas hier den nicht 
gar zu niedrigen Wert 55,73. Es handelt sich dabei um ge- 
schalte Erbsen, nicht etwa ein isoliertes ErbseneiweiB. In 
meinen Versuchen hatte ich es mit sehr eiweiBreichen Fabri- 
katen aus der Sojabohne zu tun, bei denen ich annehmen 
durfte, daB mit der Entfernung von méglichst viel Kohlen- 
hydrat auch Verarmung an Rindenschichten und Hiilsensub- 
stanzen erfolgt war, es sich also um dem isolierten Weizen- 
eiweiB nahestehendes Material, wenn auch ganz anderer Pro- 
venienz, handelte. In diesen Versuchen, auf die erst spiater 
gelegentlich ausfiihrlicher eingegangen werden wird, erhielt ich 
als Mittelwert der biologischen Wertigkeit 32,6°/,. Dieselbe 
wurde durch Vermischung von 5 bis 10 g Spinatpulver auf 35 g 
des EiweiBpraparates auf 59,4°/, gesteigert! 

Um weiterhin die Méglichkeit, da8 die ,,Verbesserung der 
Verwertung* doch wesentlich nur von der Beimischung eines 
an sich hdéherwertigen EiweiBkorpers herriihre, die bei der 
natiirlichen Schwankungsbreite und Relativitat der ,,Wertig- 
keitskoeffizienten* eben sehr schwer ganz zu widerlegen sein 
wird, auszuschlieBen, habe ich einen Versuch angestellt, in dem 
einem WeizeneiweiBpraparat von niedriger biologischer Wertig- 
keit im isolierten Zustande ein sehr eiweiBarmes, aber an Cellu- 
lose und ,,Cuticularsubstanzen“ méglichst reiches Praparat bei- 
gemischt wurde, nimlich durch Behandlung in der Kugelmiihle 
mechanisch méglichst gut aufgeschlossenes, ein feines Pul- 
ver darstellendes Haferstroh. Sein Stickstoffgehalt betrug 
nur 0,96°/,. 

Der Hund, dessen Gewicht durch mehrtagiges Hungern von 
15 kg auf 13,2 kg gefallen war, erhielt 4 Tage lang stickstoff- 
freie Nahrung und schied im Mittel derselben 2,43 g Stick- 
stoff im Harn aus. Er erhielt dann 6 Tage lang (vom 7. bis 
12. VII. 14) je 35 g Glidine (LecithineiweiB), dessen isolierte 
Wertigkeit oben zu 37 bis 40°/, ermittelt ist, mit 4,9 g N, ver- 
mischt mit 10 g des Haferstrohmehls, die noch 0,01 g N dar- 
stellen, zusammen also 5,0 g. Er schied in dieser Zeit im 
Mittel 3,95 g N im Harn und 0,35 g N im Kot taglich aus, 
so daB die Bilanz -+-0,7 g betrigt. In zwei weiteren N-freien 








240 H. Boruttau: 


Tagen wurden je 2,14 g Stickstoff ausgeschieden, so daB 2,28 g N 
als mittlere N-Ausscheidung im Harn bei N-freier Kost gelten 
kénnen. Die biologische Wertigkeit der Stickstoffsubstanz des 
Gemisches berechnet sich nach der ersten Formel zu: 





2,28 +. 0,7 at . 
100- a” tm = 59,6°/,, 
nach der zweiten Formel zu: 
7 
100. 2,28 + = + 0,7 = 66,6°),. 


Die biologische Wertigkeit ist also durch den Zusatz ganz ekla- 
tant gesteigert. 

Die bisher berichteten Ergebnisse zeigen manche Einzel- 
heiten, die eine gesonderte Besprechung verdienen. Zuniichst 
mag die Verschiedenheit der ausgeschiedenen Stickstoffmengen 
bei N-freier Kost zu Bemangelungen Veranlassung geben. Sie 
haingen offenbar mit nicht ganz gleichmaBigen Ernahrungs- 
zustanden des Stoffwechselhundes zusammen, der dazwischen auch 
zu andersartigen Versuchen benutzt wurde. In abgemagertem 
Zustande desselben erschien die Abnutzungsquote vielfach gréBer, 
als nach einer Pause mit mehr fett- als N-reicher Kost. Einen 
irrefiihrenden EinfluB vermag ich diesen Unterschieden aber 
ebensowenig zuzuerkennen, wie dem Umstande, da8 die als Zu- 
lage zur N-freien Kost verfiitterte Menge Eiwei8 nicht immer 
der Abnutzungsquote entsprach. Auch von den anderen Autoren 
sind mehrfach gréBere oder kleinere N-Rationen verfiittert wor- 
den: dementsprechend andert sich eben die als wichtiger Posten 
in die Berechnung der biologischen Wertigkeit eintretende N- 
Bilanz. 

3. 

Die Stickstoffbilanz ist bei den isoliert verfiitterten Pflanzen- 
eiweiBstoffen (auBer Spinat) negativ, freilich auch bei dem hier 
angefiihrten Versuch mit Fleischzulage, die eben klein und an sich 
ungeniigend war, um positive Bilanz zu erméglichen. In anderen 
Versuchen, in denen der als Fleisch eingefiihrte Stickstoff die Ab- 
nutzungsquote iiberstieg, war die N-Bilanz positiv. In ihren zahl- 
reichen Versuchen iiber die Abniitzung von PflanzeneiweiBstoffen 
bekamen L. B. Mende! und M.S. Fine’) bei Getreideeiwei8stoffen, 





1) Journ. of Biolog. Chem. 10, 303, 339, 519, 1911. 
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auch wenn sie groBe Mengen verfiitterten, immer nur negative 
Stickstoffbilanzen, positive gelegentlich mit LeguminoseneiweiB. 
Versuche in der Richtung, ob Zusatz von Mineralsalzen das 
Auftreten positiver N-Bilanz begiinstigt, schienen in diesem 
Sinne zu sprechen. Auch ich habe in einer Reihe von Ver- 
suchen, bei denen auBer dem Gliadin auch besonders der alkohol- 
unlésliche Anteil des WeizeneiweiBes, das Glutenin, beriicksich- 
tigt wurde, gefunden, da8 durch Zusatz einer (der Ringerschen 
oder Tyrodeschen Lésung entsprechenden, als Hauptbestand- 
teil Kochsalz fiihrenden) Salzmischung zum EiweiB8praparat die 
Hohe der negativen Bilanz stark herabging. Aber die Fahig- 
keit, aus isolierten ,,minderwertigen“ PflanzeneiweiBstoffen die 
geniigend vollstindige Synthese von KérpereiweiB zu ermég- 
lichen, scheint den Mineralsalzen allein doch nicht zuzukommen: 
Um so auffallender ist in den berichteten Versuchen die posi- 
tive N-Bilanz mit Spinatpulver sowie in dem Versuch, in dem 
WeizeneiweiB mit Haferstrohmehl gemischt verfiittert wurde. 
Es mu8 hiermit im Zusammenhang auch auf die zahlreichen 
von Hindhede mitgeteilten Erfahrungen am Menschen *) hin- 
gewiesen werden, aus denen hervorgeht, daB bei reiner Broi- 
kost, bei reiner Kartoffelkost, besonders gut bei Brot-Frucht- 
kost sehr wohl Stickstoffgleichgewicht, ja bei besonders dazu 
geeigneten Individuen dauerndes Wohlbefinden und hohe Arbeits- 
fahigkeit bei einem auffallig niedrigen Stickstoffumsatz (4 bis 5 g) 
erreicht werden kann. Diese Zahlen, auf deren gewi8 nicht 
allgemeingiiltige und nicht ohne weiteres auf die Volkswirtschaft 
iibertragbare Bedeutung hier nicht eingegangen werden kann, 
beweisen offenbar, daB die PflanzeneiweiBstoffe ,,bio- 
logisch vollwertig* werden, sobald ihnen andere Stoffe, 
die qualitativ richtig ausgewahlt sein miissen, aber 
quantitativ sehr zuriicktreten kénnen, beigemischt 
sind. Unsere Kenntnisse vom Mechanismus der synthetischen 
Polymerisation der Bausteine des Eiwei8 (ebenso iibrigens auch 
der Polysaccharide!!) stecken zu sehr in Anfangen und Ver- 
mutungen, um hier auf bestimmte Aminosauren, auf bestimmte 
zyklische Atomkomplexe jetzt schon raten zu dirfen. Darum 
kann es auch nur die Bedeutung einer relativen Vollstandig- 

») Arch. f. klin. Med. 111, 366, 1913; Skand. Arch. f. Physiol. 30, 


97, 1913. 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 16 
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keit bei der Diskussion der Faktoren haben, wenn hier der in 
den Randzonen und Hiillen der Zerealien enthaltenen hypo- 
thetischen Stoffe (,,Vitamine“, Cas. Funk) gedacht wird, auf 
deren Fehlen (nicht ohne Widerspruch) gewisse Erkrankungen, 
wie Beri-Beri und experimentelle Polyneuritis nach ausschlieB- 
licher Ernahrung mit geschiltem Reis, zuriickgefiihrt worden 
sind. Auffallig ist die hohe von Thomas fiir die biologische 
Wertigkeit von Reis gefundene Ziffer. Es ist nicht gesagt, ob 
das verwendete Reismehl aus geschiltem resp. ,,poliertem“ Reis 
stammte. 

Etwas mehr Klarheit kann nur geschaffen werden durch 
viele weitere systematische Versuche mit Verfiitterung in ihrem 
Aufbau gut bekannter PflanzeneiweiBstoffe mit chemisch wohl- 
definierten Zusitzen, wie im Molekiil offenbar in zu geringen 
Mengen vorhandener Aminosdéuren, — aber auch pflanzlichen 
,Extraktivstoffen“, vor allem von zyklischem Aufbau. Auch 
mu8 die Untersuchung der biologischen Wertigkeit auf még- 
lichst viele und médglichst gut isolierte EiweiBkérper ausgedehnt 
werden. Solche Versuche habe ich, soweit es die auBeren Um- 
stinde gestatten, bereits unternommen und werde von deren 
Ergebnissen, insoweit sie neue Einblicke gestatten, hier seiner- 
zeit Mitteilung machen. 

Fiir die praktische Bedeutung dieser Aufgaben kommt 
natiirlich, wie schon Thomas betont, ein Punkt auBerordent- 
lich in Betracht, und das ist die Ausniitzung der Stickstoff- 
substanzen bei der Verdauung und Resorption im Darmkanal. 

Bei den bisher berichteten Versuchen mit Pflanzeneiweif- 
stoffen bzw. solche enthaltenden Produkten, die durchweg als 
weitgehend ,aufgeschlossen“ angesehen werden kénnen, ist die 
Ausniitzung durchweg sehr gut. Ein Blick auf die Kotstickstoff- 
zahlen und ihr Verhaltnis zu den eingefiihrten Stickstoffmengen 
lehrt, daB die Ausniitzung 90°/, und dariiber betrigt, ganz so 
wie dies von den amerikanischen Autoren auch seinerzeit ge- 
funden worden ist. Dasselbe gilt fiir die Stickstoffsubstanz des 
aus feinstem Weizenmehl hergestellten Weizenbrotes, in dem 
in Cellulosehiillen eingeschlossene Kleberzellen der Randschich- 
ten des Korns gar nicht enthalten sind. Anders in kleien- 
haltigen Broten, wie sie augenblicklich bei der zum Zwecke 
der Streckung unserer Getreidevorrate gebotenen stirkeren Aus- 
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mahlung allgemeiner als sonst genossen werden. Hier ist daran 
zu denken, daB Substanzen der ,Kleie“ resp. Randzone des 
Getreidekorns, die vielleicht gerade fiir die Synthese von Kérper- 
eiwei8 wichtig sind, unausgeniitzt in den Kot gehen und so 
die ,,biologische Wertigkeit* des Getreidestickstoffs herabgesetzt 
wird. Um in dieser Richtung wenigstens einen Versuch an- 
zustellen, habe ich mir in der Kugelmiihle durch feine Zer- 
mahlung hergestelltes Pulver aus Weizenkleie bereiten lassen 
und dieses einerseits, gewohnliche Weizenkleie andererseits als 
alleinige N-haltige Nahrung auf ihre biologische Wertigkeit 
untersucht. Freilich konnten nur Mengen in Betracht kommen, 
deren Stickstoffgehalt im Verhaltnis zur Abnutzungsquote klein, 
also an sich ungeniigend war; ferner hatte das Kleienpulver 
einen geringeren N- und hoheren Rohfasergehalt als die ge- 
wohnliche Kleie, da offenbar gerade sehr N-reiche Schichten 
der Zerkleinerung am meisten widerstanden hatten und durch 
Absieben entfernt worden waren. Die Versuche verliefen fol- 
gendermaBen: 

Die tagliche Stickstoffausscheidung bei N-freier Kost war 
bei dem durch eine Hungerperiode stark entfetteten Tiere 3,03 g 
taiglich (im Mittel einer Anfangs-, Zwischen- und Endperiode 
von je mehreren Tagen). Als Zulage zur N-freien Kost gereicht 
wurden vom 8. bis 10. VIII. 1914 je 50 g des Kleienpulvers mit 
0,77 g Stickstoff. Es wurde im Durchschnitt dieser Tage 
2,68 g Stickstoff im Harn ausgeschieden, ferner 0,41 g N mehr 
im Kot als im Kot bei N-freier Nahrung, wobei hier der N 
besonders bestimmt wurde, da ein gréBerer N-Verlust von vorn- 
herein zu erwarten war. Die Bilanz betrigt also nicht weniger 
als — 2,32 g und die biologische Wertigkeit nach der zweiten 
Formel wiirde sich berechnen zu: 


3,03 + 0,41 — 2,32 


1 A a "—— == 1459 
" 0,77 re° 


eine Ziffer, die bei der offenbaren GréBe der Fehlerquellen uns 
hier nur soviel sagen darf, daB der Stickstoff der zerkleinerten 
Kleie, soweit er resorbiert worden ist, zum Aufbau von K6rper- 
eiweiB sehr gut verwertet wird. 
In den Tagen vom 13. bis 15. VIII. 1914 erhielt das Tier 
als Zulage 35 g der gewodhnlichen Kleie mit im ganzen 0,81 g 
16* 
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Stickstoff. Es schied dabei 3,24 g Stickstoff taglich aus im 
Harn, dazu im Kot 0,7 g mehr als bei stickstofffreier Kost, mit- 
hin den gr6éBten Teil des in der Kleie enthaltenen Stickstoffs 
in unausgeniitztem Zustande, und die Bilanz betrug — 3,13 g. 
Die Berechnung der Wertigkeit wiirde 75°/, ergeben, also 
weniger als bei der aufgeschlossenen Kleie — wenn anders unter 
diesen Verhiltnissen eine solche Berechnung ohne gar zu ge- 
waltige Fehlerbreite erlaubt ist. Mit oder ohne Beachtung 
dieses Ergebnisses wird man aber angesichts des hohen Werts 
des Kleienstickstoffs der Herstellung eines Brotes, das diesen 
in aufgeschlossenem Zustande enthialt, also eines sog. Vollkorn- 
brotes dringend das Wort reden miissen. 

Sollen die Schliisse, die ich aus dem bisher mitgeteilten 
jetzt schon ziehen zu kénnen glaube, nochmals kurz zusammen- 
gefaBt werden, so gehen sie dahin, da8B bei rationeller Er- 
nihrung mit pflanzlichem Material, wie sie in der 
Natur beim pflanzenfressenden Tier offenbar realisiert 
ist, die aus dem Bausteinmaterial im Vergleich zum 
tierischen Eiwei8 resultierende ,Minderwertigkeit* in 
Wirklichkeit durchaus nicht zu bestehen braucht, in- 
dem Bestandteile der Randschichten und Cuticular- 
bildungen der Pflanzenteile erganzend eintreten und 
in noch naher zu erforschender Weise die abfallfreie 
Synthese erméglichen. 




















Biochemische Untersuchung der Riibenschwanzfaule der 
Zuckerriibe. 


Von 
J. Bodnar. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Kgl. Ungar. Pflanzenphysiolo- 
gischen und Phytopathologischen Institutes in Budapest.) 


(Eingegangen am 9. Februar 1915.) 


Im Herbste des Jahres 1913 kamen solche Zuckerriiben 
an unser Institut, an denen man jene Krankheit der Zucker- 
riibe wahrnehmen konnte, die man Riibenschwanzfaule oder, 
nach ihren angeblichen Krankheitserregern, auch Bakteriose 
zu nennen pflegt. Bei biochemischer Untersuchung dieser kranken 
Riiben gelangte ich zu einigen derartigen Resultaten, welche die 
Richtung der in gréBerem MaBstabe vorzunehmenden Unter- 
suchungen deutlich vorzeichnen. 

Das Auftreten der Riibenschwanzfiule ist auf den Riiben- 
feldern gegen Ende Juli oder noch spater wahrnehmbar; in 
der Regel pflegt sie nicht das ganze Riibenfeld anzugreifen, 
sondern macht sich nur in Flecken bemerkbar. Das Erkennen 
der Krankheit kann mit vollster Sicherheit nur an der aus der 
Erde gezogenen Riibenwurzel erfolgen. Der unterste Teil der 
mit Riibenschwanzfaulnis behafteten Zuckerriibe ist braun- 
schwarz abgestorben, die ganze Riibe selbst verdorrt, das AuBere 
ist runzlig, und wenn wir sie entzweibrechen wollen, bemerken 
wir, daB dieselbe sich eher biegt als bricht. Die Krankheit 
breitet sich von unten nach oben fort und kann ganz bis zur 
Mitte der Wurzel, eventuell auch noch héher hinaufgelangen; 
den Kopf selbst aber greift sie nur in ganz seltenen Fallen 
an. Wenn wir eine solche kranke Riibe entzweischneiden, so 
sehen wir, daB das Innere des unteren abgestorbenen Teiles 
grauschwarz ist, speckig aussieht und aus demselben ein dunkler 
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Saft heraussickert; der auf dem gesund scheinenden Teile ge- 
machte Querschnitt verdunkelt sich beim Stehen an der Luft, 
und aus den durchschnittenen GefaiBbiindeln sickert in feinen 
Tropfen eine dunkle und rasch schwarz werdende Fliissigkeit 


hervor. 

In kranken Teilen der riibenschwanzfaulen Zuckerriibe sind Bak- 
terien immer in groBer Zahl vorfindlich. W. Busse’), Linhart?), Frank?) 
halten gewisse Bakterien fiir Krankheitserreger dieser Krankheit. Nach 
Busse soll der Bacillus Betae und dessen f-Varianten die Riiben- 
schwanzfaule verursachen, und es soll ihm auch gelungen sein, durch Ein- 
impfen der Bakterien diese Krankheit an gesunden Riiben hervorzurufen. 
Sorauer*) hat die Experimente Busses wiederholt, aber mit negativem 
Resultate. Linhart fand an kranken Riibensamen verschiedene solche 
Bakterien, die seiner Ansicht nach in riibenschwanzfaulekranken Riiben 
ebenfalls vorzufinden sind. Unter diesen erwaihnt er den ,Bacillus 
Mycoides* als solchen, der fahig wire, die Riibenschwanzfiule her- 
vorzurufen. Stift®) ist es gelungen, an gesunden und sterilisierten 
Riibenschnitten — mit Teilchen von riibenschwanzfiulekranken Riiben 
— eine der Bakteriose aihnliche Krankheit hervorzurufen. 


Hinsichtlich der Entstehung der Krankheit ist Sorauer®) 
der Ansicht, daB wir es hier mit einer — mit dem Auftreten 
von Bakterien begleiteten — Krankheit der Riibe zu tun haben, 
die an die individuelle Disposition gebunden sei; in solcher 
Riibe, deren Widerstandsfahigkeit aus irgendeinem Grunde ab- 
genommen hat, vermehren sich die nachtraglich hineingerate- 
nen Bakterien rasch und vernichten den in der Entwicklung 
behinderten Organismus ganz. 

Beziiglich der chemischen Zusammensetzung der an Riiben- 
schwanzfaule leidenden Zuckerriibe finden wir in der Literatur 
folgende Analyse. 

Herzfeld’) analysierte parallel gesunde und an Riiben- 
schwanzfiule erkrankte Riiben mit nachstehendem Ergebnis: 


1) Busse, Zeitschr. f. Pflanzenkrankh. 7, 65 und 149, 1897. 

2) Linhart, Osterreichisch-Ungarische Zeitschr. f. Zuckerindustrie u. 
Landwirtschaft 28, 15 und 145, 1899. Das verkiirzte Zeichen dieser Zeit- 
schrift wird folgendes sein: 0.-U. Zeitschr. f. Zuckerind. 

*) Frank, Kampfbuch gegen die Schidlinge unserer Feldfriichte 
1897, S. 144. 

*) Sorauer, ©.-U. Zeitschr. f. Zuckerind. 26, 376, 1897. 

5) Stift, O.-U. Zeitschr. f. Zuckerind. 28, 618, 1899. 

®) Stift, Die Krankheiten der Zuckerriibe 1900, S. 76. 

”) Herzfeld, ©.-U. Zeitechr. f. Zuckerind. 28, 612, 1899. 
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Spezifisches Gewicht 
des Saftes 

Asche im Saft . 

Saftpolarisation . 

Invertzucker 

Alkoholische 
stion ee 

Schnittflachen zeigen 


Dige- 


Marz 
gesunde kranke 
Riiben 


1,0640 1,0741 


0,44 0,51 
15,6 15,4 
0,09 0,21 
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April 
gesunde kranke 
Riiben 
1,05(bei18,5°) 1,0496 
0,73 0,91 
11,73 9,45 
0,20 0,23 
11,62 9,35 
saure schwachs. 
Reaktion 


Auf Grund dieser Daten sagt Sorauer folgendes: ,,Somit 
finden wir bei den kranken Riiben die schwiacher saure Re- 
aktion, einen héheren Aschengehalt, weniger Zucker und mehr 
Invertzucker, obgleich sich in den gesunden Riiben wahrend 
der Aufbewahrung auch reichlich Invertzucker gebildet hat.“ 

Stift*) hat vier riibenschwanzfaule Riiben analysiert und 
bekam die in der nachstehenden Tabelle angefiihrten Daten: 





























Tabelle I. 
Riibe I | Riibe II | Riibe III | Riibe IV 
l¢.3| |g.3] ‘e.3] |s.8 
g 2:3] ¢ [dz] ¢ Ez] 2 [EE 
£ is82| § [ee] 2 lees] 2 les? 
=“ lsgul = |a Gs = [agat = |= ga 
ine 228 ja @™s 58 
\" & -.# . \" & 
e, o, o%, °, o, *l, or, *, 
aa oa 86,88) — 175,10/ — 50,62, — | 63,06, — 
Ee ee 0,69) 5,30] 1,25) 5,03] 2,31) 4,69] 4,06/11,01 
Nicht eiweiBartigeStick- | | 
stofisubstanz .. . | 0,06 0,46] 0,19| 0,77] 1,63, 3,31] 1,32 3,58 
Fett (Atherextrakt) 0,70! 5,37] 0,78; 3,14] 0,68 1,88] 1,21) 4,28 
Rohrzucker (Alkohol- 
extrakt.n. Scheibler) | 0,40, 3,07] 1,40) 5,64] 12,4025,17] 1,30) 3,52 
Invertzucker . . . . | 1,65:12,67] 1,50! 6,04] 2,70 5,48] 0,52) 1,41 
Stickstofffreie Extrak- | 
Frag 6,37 48,94 | 13,05)52,58 | 21,27 43,16 | 19,89/53,93 
Rohfaserr ...... 1,50/11,52] 4,0616,36] 4,29 8,71] 4,27/11,58 
Reinasche. .... . 1,65,12,67] 2,59/10,44] 3,99, 810] 4,31/11,69 
De ae 0,15' — | 0,08) — | 0,11) — | 0,06) — 





Die mit I bezeichnete Riibe war nahezu ganz abgestorben, 
bei den mit II und IV bezeichneten Riiben zeigten sich die 


1) Stift, Die Krankheiten der Zuckerriibe 1900, S. 76. 
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Symptome der Riibenschwanzfiule in starker und ungefahr gleich- 
maBiger Entwicklung, bei der mit III bezeichneten aber nur 
in geringem MaBe. Aus den Daten der obigen Tabelle geht 
hervor, daB bei der Riibe III der Invertzuckergehalt der gréBte 
ist, trotzdem gerade das Gegenteil zu erwarten gewesen wire, 
denn diese Riibe war — von den untersuchten vier Riiben — 
die am wenigsten kranke. Ich bemerke, da die Riibe III, 
abgesehen von der maBigeren Erkrankung, schon wegen ihres 
niedrigen Wassergehaltes (50,62 °/,) nicht als normal bezeichnet 
werden kann. Der Rohrzuckergehalt steht im Einklange mit 
der obenerwahnten Ansicht Sorauers, hinsichtlich der Asche 
aber sagt Stift*) folgendes: ,Der Gehalt an Reinasche bietet 
ebenfalls keine auffalligen Zahlen, denn wer Gelegenheit gehabt 
hat, so wie wir, viele Hunderte von Riibenanalysen durchzufiihren, 
weiB, in welchen bedeutenden Grenzen der Reinaschegehalt (und 
dies auch ganz natiirlich) schwanken kann.“ Hinsichtlich der 
Zusammensetzung der Asche war bei allen vier Riiben der Alu- 
miniumgehalt auffallend hoch (I 19,12°/,, II 18,07°/,, III 18,22 °/,, 
IV 9,96°/,). Das Quantum des atherischen Extraktes scheint sich 
bei Vorwartsschreiten der Krankheit zu steigern. Aus den son- 
stigen Daten der Analyse ist laut Stift — hinsichtlich der 
Krankheit — keine besondere RegelmaBigkeit zu entnehmen. 

Bei den von mir untersuchten Riiben hatte die Krankheit 
noch nicht tiberhandgenommen, erstreckte sich von unten ge- 
rechnet bis ungefaéhr zur Mitte des Riibenkérpers und der iiber ; 
derselben stehende Teil schien gesund zu sein; ich bemerke, : 
daB8 sich unter denselben auch einige solche kranke Riiben be- 
fanden, bei denen gerade nur das éuBerste Ende der Wurzel 
angegriffen war. 

Bei meinen Untersuchungen habe ich parallel mit den 
kranken Riiben auch vom selben Orte stammende ge- 
sunde Riiben untersucht und die kranken und gesunden 
Teile der kranken Riiben — soweit dies das mir zur Verfiigung 
stehende Quantum des Materials, ferner die Notwendigkeit der 
raschen Durchfiihrung der einzelnen Bestimmungen zulieb —- 
separat untersucht. Unter Beachtung dieses letzteren Punktes 
kénnen wir erfahren, ob in dem von den Bakterien noch nicht 








) Stift, O.-U. Zeitschr. f. Zuckerind. 28, 614, 1899. 
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angegriffenen Teile der Riibe irgendwelche chemische Verinde- 
rungen eintraten, und wenn wir diese Krankheit nach der 
Theorie Sorauers auffassen, dann kénnen wenigstens einige 
dieser Verainderungen die Folgen oder Anzeichen der vermin- 
derten Widerstandsfahigkeit sein. 

Die zur Untersuchung gelangten Riiben wurden von dem 
ihnen auBen anhaftenden Schmutz gereinigt und mit einer 
0,5°/,igen Sublimatlésung sterilisiert. Zu saimtlichen Bestim- 
mungen wurden Proben von dem mit einer Suckowschen Riiben- 
miihle zu einem feinen Brei gemahlenen und gut zusammen- 
gemischten Material genommen. 

Die Resultate meiner Untersuchungen und die aus den- 
selben ableitbaren Folgerungen gebe ich in nachstehendem be- 
kannt. 

Wassergehalt. 

Zur Bestimmung des Wassergehaltes wurde der mit Meersand 
verriebene Riibenbrei in einem Wasserdampfschrank 24 Stun- 
den hindurch getrocknet. 

















Tabelle II. 
Wassergehalt °/, 
Nr. = — 
gesunde Riibe | kranke Riibe 

1 732 | 728%) 
2 74,6 71,2 

3 74,9 71,1 

4 74,7 74,8 

5 78,9 73,6 

6 73,8 _— 

7 74,2 _ 

8 75,8 — 





Aus diesen Daten ist ersichtlich, daB in den untersuchten kran- 
ken Riiben der Wassergehalt — mit Ausnahme des Falles 4 — ge- 
ringer ist,wie in den am selben Orte geziichteten gesunden Riiben. 
Dieses Symptom kann — wenn dies auch zahlreichere 
Analysen beweisen werden — mit jener, die Bekampfung 
dieser Krankheit betreffenden Beobachtung Sorauers’) viel- 
leicht in Zusammenhang gebracht werden, wonach das Auf- 


1) Nur das auBerste Ende der Wurzel war krank. 
2) Stift, Die Krankheiten der Zuckerriibe 1900, S. 83 
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treten der Riibenschwanzfaule in erster Reihe auf den Wasser- 
mangel zuriickzufiihren ist, und Sorauer halt die reichliche 
Versehung der Riibenfelder mit Wasser fiir das beste Schutz- 
mittel zur Bekimpfung der Riibenschwanzfaule. Fiir diese Auf- 
fassung Sorauers sprache auch jene Erfahrungstatsache, daB 
die Riibenschwanzfaule dann in gréBerem MaBstabe auftritt, 
wenn die Sommerwitterung sehr trocken ist. Das fleckenweise, 
sowie bei nassem Wetter sporadische Auftreten der Krankheit 
aber scheint den Beweis dafiir zu liefern, daB man wenigstens 
in gewissen Fallen auBer dem Wassermangel eine in der Le- 
bensfunktion der Riibe eintretende derartige Stérung annehmen 
muB (diese kann eventuell dann eintreten, wenn die Bakterien 
sich schon in der Riibe befinden), die sich in der Abnahme 
der Wasseraufnahmefihigkeit oder in der gesteigerten Tran- 
spiration auBert. 
Aciditiit. 

Die Bestimmung der Aciditat der Riibe wurde nach Stroh- 
mers?) Verfahren durchgefiihrt, mit der Abweichung, da8 ich 
vorerst zu 100 ccm des alkoholischen Extraktes 300 ccm destil- 
liertes Wasser hinzufiigte und dann so lange mit "/,,-KOH ti- 
trierte, bis die eintretende Rosafirbung standig blieb. Mit dieser 
Modifizierung kann — in dem meistens farbigen alkoholischen 
Extrakte — die Beendigung der Titrierung genauer beobachtet 
werden; ich bemerke, daB die mit diesem modifizierten Ver- 
fahren erhaltenen Werte mit den Strohmerschen nicht iiber- 
einstimmen, sie kénnen aber zum Vergleiche untereinander (ge- 
sunde und kranke Riibe) ganz gut beniitzt werden. 


Tabelle III. 














N 2) 9° KOH in com 
a A Ja ~ - ae a 
gesunde Riibe | kranke Riibe 
1 16,2 | 29,4 
2 14,2 | 49,2 
3 18,6 63,1 
4 15,4 52,4 
5 19,2 24,8 
6 18,1 | 59,2 
7 20,2 | 41,6 





1) Strohmer, 0.-U. Zeitschr. f. Zuckerind. 33, 838, 1904. 
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Die Aciditét ist — beziiglich eines Originalmaterials von 
100 g — durch die Anzahl der Kubikzentimeter der ver- 
brauchten Lauge ausgedriickt. 

Die hohere Aciditat der kranken Riiben kann viel eher mit 
den Lebenssymptomen der in der an Riibenschwanzfaule erkrank- 
ten Riibe vorhandenen Bakterien in Zusammenhang gebracht 
werden, als die von Herzfeld') beobachtete schwachere saure 
Reaktion der kranken Riiben. Die durch Bakterien produ- 
zierten Enzyme losen den Rohrzucker auf, dieser ProzeB ist 
mit Saureproduktion verbunden, und so wird die Aciditat der 
kranken Riibe groBer sein als jene der gesunden Riiben. Die 
in der Tabelle III befindliche Riibe Nr. 1 und 5 war am we- 
_ nigsten krank, und die Aciditat dieser steht — wie auf Grund 
des Gesagten auch zu erwarten stand — der bei den gesunden 
Riiben beobachteten Aciditét nahe. Stift fand bei an Riiben- 
schwanzfaule leidenden Riiben (siehe Tabelle I) das Quantum 
des atherischen Extraktes auf die Trockensubstanz gerechnet, 
bei der allerkrinksten Riibe 5,37°/,, bei der allerwenigsten 
kranken 1,38°/,. Die Menge des fitherischen Extrakts aus ge- 
sunden Riiben ist viel geringer, Strohmer und Stift?) fanden — 
die Verénderung der von der Luft abgeschlossenen Riibe unter- 
suchend — bei 6 gesunden Riiben ein Maximum von 0,29 ° 9. 
Es ist sehr wahrscheinlich, daB bei den an Riibenschwanzfaule 
leidenden Riiben die in denselben in gréBerer Menge vorhan- 
denen und mit Ather auslésbaren organischen Siuren — we- 
nigstens zum Teile — die Vermehrung des atherischen Extraktes 
verursachen. Die gleichen Beobachtungen machten Strohmer 
und Stift bei ihren zum Zwecke des Studiums der oben er- 
wahnten Frage durchgefiihrten Experimenten, bei welchen an 
den in Kohlensaure erhaltenen Riiben mit dem Auftreten des 
Bakteriums Leuconostoc mesenterioides die Menge des 
atherischen Extrakts sich vermehrte (man fand im Maximum 
2,76°/, davon) und derselbe in jedem Falle saure Reaktion 
besaB. Stift*) fand den ,,gesamten“ Sauregehalt am groBten — 
auf Trockensubstanz gerechnet — in der allerkrinksten Riibe; 


1) Herzfeld, |. c. 

2) Strohmer und Stift, O.-U. Zeitschr. f. Zuckerind. 82, 913, 
1903. 

5) Stift, O.-U. Zeitschr. f. Zuckerind. 28, 613, 1899. 
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auf, frische Substanz gerechnet hatte die am allerwenigsten 
kranke Riibe den gréBten Sauregehalt. 


Rohrzucker, Invertzucker, Invertase. 
Der Rohrzucker wurde durch alkoholische Extraktion, der 
Invertzucker nach Urban’) festgestellt. 

















Tabelle IV. 
Gesunde Riibe Kranke Riibe 
Nr. Rohrzucker | Invertzucker | Rohrzucker | Invertzucker 

7 0 | | 0 ly %lo 
1 168 | 0,00 9,2 0,90 
2 15,2 | 0,08 9,5 0,62 
3 16,1 | 0,10 10,6 0,86 
4 15,2 0,05 8,3 1,13 
5 16,1 0,06 14,8 | 0,35 
6 17,1 | 0,09 6,9 1,62 
7 17,0 0,00 _ | _ 
8 15,2 0,08 — | _ 








Der Rohrzuckergehalt kranker Riiben war in jedem der 
untersuchten Fille geringer wie derjenige der gesunden. Die 
kranke Riibe Nr. 5 war von der Krankheit nur in sehr ge- 
ringem MaBe angegriffen und bei dieser kommt die Menge des 
Rohrzuckers dem bei gesunden Riiben beobachteten nahe. Ge- 
sunde Riiben enthalten gar keinen oder aber nur sehr wenig 
Invertzucker, demgegeniiber ist in kranken Riiben Invertzucker 
in bedeutenderer Menge vorfindbar; in den am allerwenigsten 
kranken Riiben war der Invertzuckergehalt am geringsten. 

In den gesunden und kranken Teilen von zwei kranken 
Riiben wurde auch abgesondert der Invertzucker festgestellt. 


Invertzucker in °/, 
im gesunden Teile im kranken Teile 


0,61 2,82 (diese Riibe war die krinkste) 

0,28 2,07 
Diese Daten weisen darauf hin, daB auch der gesunde 
Teil der kranken Riibe in bedeutenderer Menge Invertzucker 


enthalt. 
In der kranken Riibe ist das Vorhandensein der Invertase 
ganz gut nachweisbar, und so entsteht der Invertzucker — wie 


1) Urban, Zeitschr. f. Zuckerind. in BGhmen 34, 287, 1910. 
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dies auch Sorauer annahm — auf fermentativem Wege aus 
dem Rohrzucker. Zum Nachweise der Invertase wurde fein 
gemahlener Riibenbrei mit der Buchnerschen Presse — unter 
150 bis 200 Atmosphirendruck — ausgepreBt und in dem 
gewonnenen Safte die Invertase auf folgende Weise nachgewie- 
sen: In 4 kleinen Kolben wurden 10—10 ccm Riibensaft und 
30—30 com 20°/,ige Saccharoselésung hineingemessen und der 
Inhalt je zweier Kolben in einem Wasserbade 30 Minuten er- 
warmt. Nach Abkihlen der letzteren wurden zu jedem Kolben 
0,5 com Chloroform gegeben und alle vier auf 24 Stunden in 
einen Thermostat von 30° eingelegt. Nach Verlauf dieser Zeit 
wurde der Inhalt der Kolben tropfenweise in einige Kubik- 
zentimeter siedendes destilliertes Wasser gegossen und die redu- 
zierende Fahigkeit der vier Lésungen (es wurde mit Bleiacetat 
geklart) mit folgendem Resultate festgestellt*): 




















Tabelle V. 

Die Zahlen Gesunder Riibensaft Kranker Riibensaft 
Fl aufgekocht unaufgekocht | aufgekocht | unaufgekocht 
mungen Cu in g = ee 

1 0,0218 | 0,0206 0,4842 0,1657 
2 0,0214 0,0211 04819 | 0.1662 








In der gesunden Riibe ist, nachdem die Menge des bei 
den aufgekochten und unaufgekochten Proben ausgeschiedenen 
Kupfers gleichmaBig ist, keine Invertase vorhanden, bei der 
kranken Riibe spricht die zwischen beiden Werten bestehende 
Differenz fiir das Vorhandensein der Invertase. Aus kranken 
Riiben habe ich Invertase — das Verfahren Stoklasas*) be- 
folgend — in festem Zustande hergestellt. 

Nachdem auch in dem von Bakterien nicht angegriffenen 
gesunden Teile der kranken Riibe die Menge des Invertzuckers 
eine bedeutendere ist, versuchte ich auch im gesunden Teile 
die Invertase nachzuweisen. 


Reduktionsfaihigkeit des unaufgekochten Riibensaftes 0,0921 g Cu 
” » aufgekochten ” 0,0686 g Cu 


1) Die Daten der Tabelle V beziehen sich auf 5 ccm originalen 
Riibensaft. 
*) Stoklasa, Zeitschr. f. Zuckerind. in B6hmen 28, 235, 1903/04. 
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Nachdem zwischen den beiden Werten eine betrichtliche 
Differenz bemerkbar ist, folgt daraus, daB auch der von den 
Bakterien nicht angegriffene Teil der kranken Riibe Invertase 
enthalt. 


Asche. 


Bei Bestimmung der Asche habe ich zur Verbrennung H,0, 
angewendet. Die Resultate beziehen sich auf Trockensubstanz. 


Tabelle VI. 





| 











Asche °/5 
Nr. . 
{ gesunde Riibe | kranke Riibe 

1 4,18 6,26 

2 3,92 7,82 

3 5,16 7,46) 

4 508 46 | Ss 08 

A 4.81 7,283) 

6 4,53 6,90 





Die Daten dieser Tabelle zeigen, daB der Aschegehalt in 
den kranken Riiben in jedem Falle viel gréBer ist als in den 
gesunden. 

Die separate Untersuchung von gesunden und kranken 
Teilen der kranken Riibe ergab nachstehende Resultate: 


Asche in °/, 
gesunde Teile kranke Teile 
6.96 7,21 
6,94 6,30 


woraus folgt, daB der Aschegehalt der gesunden und kranken 
Riiben — abgesehen von den aus der ungleichmaBigen Ver- 
teilung im Riibenkérper herriihrenden Unterschieden — gleich- 
maBig ist. 

Interessant erschien — auf Grund der bereits erwahnten 
Beobachtung Stifts — die Bestimmung von Aluminium in der 
Asche der gesunden und kranken Riibe. 


*) Nur das aéuBerste Ende der Wurzel war krank. 
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Tabelle VII. 














N Al °, in der Asche 
Nr. a 
gesunde Riibe ranke Riibe 

I 2,01 6,86 | 
2 1,28 10,21 
3 1,95 8,521) 
4 1,42 | _ 
5 2,57 _ 





Aus diesen Daten ist zu ersehen, daB die Asche der kranken 
Rube — gegeniiber jener der gesunden — durch den viel héheren 
Aluminiumgehalt charakterisiert wird; bei der kranken Riibe 
Nr. 3 konnte man die Krankheit eben nur am duBersten Ende 
der Wurzel beobachten und dennoch war die Menge des Alu- 
miniums auch in der Asche dieser Riibe sehr hoch’). 

In der Asche des gesunden Teiles einer kranken Riibe fand 
ich 7,79°/,, in der Asche des kranken Teiles 9,43°/, Aluminium. 

In den Tabellen VI und VII bei den mit *) bezeichneten 
Riiben war eben nur das auBerste Ende krank, und dennoch 
sehen wir, daB auch bei diesen der Aluminiumgehalt so hoch 
ist wie bei den viel krinkeren Riiben. Dieser Umstand und 
auch jene Beobachtung, daB der Asche- und Aluminiumgehalt 
der gesunden und kranken Teile der kranken Riibe gleichmabig 
ist, lassen darauf schlieBen, daB die Vermehrung der Menge 
der Asche und des Aluminiums in der kranken Riibe noch vor 
Eindringen der Bakterien in den Kérper der Riibe erfolgt, und 
sonach kénnte — wenn wir die Entstehung der Krankheit nach 
der bereits erwahnten Theorie Sorauers auffassen — der hohere 
Asche- und Aluminiumgehalt das Zeichen der verminderten 
Widerstandsfaihigkeit der Riibe sein. 


1) Nur das aéuBerste Ende der Wurzel war krank. 

*) A. Wilhelmy (Zeitschr. des Vereins der deutsch. Zuckerind. 57, 
433, 1907) beobachtete bei der chemischen Untersuchung der an ,Beet 
Blight‘ (kalifornische Riibenkrankheit) leidenden Zuckerriibe, daB der 
Aschegehalt der gesunden Riibenwurzel (auf frische Substanz gerechnet) 
0,96°/,, derjenige der kranken Riiben 2,86°/, war. Die prozentuale Menge 
einzelner Bestandteile der Asche (Kieselsiure, Phosphorsiéure und Alu- 
minium) der kranken Riiben viel gréBer ist als die bei gesunden Riiben. 
Wilhelmy fand in der Asche der Blitter der kranken Riiben 5,8°/, Al, 
wahrend in gesunden Blattern aber selbst Spuren von Al] nicht nach- 
gewiesen werden konnte. 
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In der kranken Riibe halt die Abnahme des Rohrzucker- 
gehaltes, die Vermehrung des Invertzuckers und der Aciditét — 
wie dies aus der nachstehenden Tabelle ersichtlich ist — mit 
dem Fortschreiten der Krankheit Schritt, woraus hervorgeht, 
daB die Verinderung der Quantitatsverhaltnisse der obigen 
Substanzen — im Gegensatze zu den anorganischen Verbin- 
dungen — nur dann eintritt, sobald die Bakterien schon in 
den Korper der Riibe hineingelangten und dort ihre, den Rohr- 
zucker lésende Arbeit begonnen haben. 


Tabelle VIII. 


ere WS: Von der Krank-| Von der Krank- 
. heit in geringe- | heit in bedeuten- 
Gesunde Riibe rem MaBe ange-|derem MaBe an- 
griffene Riibe | gegriffene Riibe 




















Rohrzucker . . . 17,20°/, 14,809), 8,30°/, 
Invertzucker. . . 0,08°/, 0,35 °/, 1,13, 
Acidité&t. . ... 18,20°/, 24,80, | 52,40°/, 
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Ober die Wirkung der intravenésen Infusion von Chior- 
natriumlésungen, Séuren und Alkalien auf den respira- 
torischen Stoffwechsel bei der Urethannarkose. 


Von 
J. C. Raeder. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Hingegangen am 12. Februar 1915.) 


Bei der Untersuchung der Wirkung eines Stoffes auf den 
respiratorischen Stoffwechsel ist es von entscheidender Bedeutung, 
daB das Versuchstier sich in allen iibrigen Beziehungen vor, bei 
und nach dem Versuch unter denselben aéuBeren und inneren 
Verhaltnissen befindet, und daB man ferner den Stoff in einer 
solchen Weise und in einer solchen Form in den Organismus 
einfiihrt, daB stérende Nebenwirkungen méglichst ausgeschlossen 
sind. Der Stoffwechsel mu8 konstant erhalten werden, und zwar 
am besten auf einem niedrigen Niveau, da dann die Abanderungen 
deutlicher hervortreten werden. 

Bei Inanition wird die Steigerung der Verdauungstatigkeit, 
nimlich der Darmbewegungen, der Driisensekretion und der 
Resorptionsarbeit vermieden, welche die Mahlzeiten bewirken 
wiirden. 

Die parenterale Injektion eliminiert die Darmarbeit ganz, 
welche die Eingabe des Stoffes per os hervorrufen wiirde. 

Muskelbewegungen kénnen wahrend des Versuches den 
Stoffwechsel ganz verandern und miissen durch die Narkose 
beseitigt werden. 

Die gesteigerte Nieren- und Herztatigkeit, welche die zur 
Lésung und Einfiihrung des Stoffes praktisch notwendige Fliissig- 
keitsmenge bewirken kénnte, habe ich in diesen Versuchen durch 


permanente Infusion gleichmaBiger Mengen physiologischer NaCl- 
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I 
t 


258 J.C. Raeder: 


Lésung vor der Infusion der zu priifenden Lésung auszugleichen 
versucht, damit die Nieren dadurch mdglichst in derselben steten 
und gleichmaéBigen Sekretionstatigkeit erhalten blieben und das 
Herz fortwahrend dieselbe Fliissigkeitsmenge in Arbeit hatte 
wahrend des Versuches wie vor demselben. 

SchlieBlich mub die chemische Warmeregulation auBer Tatig- 
keit gesetzt und die Temperatur des Tieres durch Einbringung 
desselben in einen Thermostaten bei 29 bis 30° konstant er- 
halten werden. 

Durch diese MaBregeln sucht man das Tier in ein ,,Standard- 
tier“ zu verwandeln mit bestimmtem und konstantem Stoffwech- 
sel, dem nur wahrend des Versuches selbst das Verbrennungs- 
material zugefiihrt wird, iiber dessen Wirkung man Bescheid 
wissen will. 

Andererseits diirfen aber die am Versuchstier zwecks Um- 
wandlung in den erwiinschten Ideal-Organismus bewerkstelligten 
Eingriffe nicht derart sein, daB sie an und fiir sich den respirato- 
rischen Stoffwechsel des Tieres noch dessen Vermégen, sich auf 
natiirlichem Wege beeinflussen zu lassen, merkbar abandern. 

Wie die Operation und Narkose natiirlicherweise mit Um- 
sicht auszufiihren sind, so miissen auch die zu untersuchenden 
Stoffe in einer solchen Form und Konzentration eingefiihrt werden, 
daB der Versuch nicht durch Vergiftung, Haimolyse usw. ver- 
eitelt wird. 

Nur die ,,unschadlichen“ Mengen des Stoffes kénnen dessen 
,natiirliche* Wirkungen hervorrufen. 

Um nun zu erfahren, ob das Tier tatsichlich zum Versuch 
brauchbar und der eingefiihrte Stoff unschadlich ist, sind erstens 
mehrere aufeinander folgende Respirationsproben vor dem Versuch 
absolut notwendig; demnachst mu8 man auch nach dem Versuch 
durch mehrere Proben feststellen, da8 und wann der respiratorische 
Stoffwechsel zum urspriinglichen Niveau zuriickgekehrt und das 
Tier wieder zu dem ,,Standardtier“ geworden ist, das man sich 
herzustellen bemiihte, worauf die Versuche fortgesetzt werden 
k6nnen. 

Sind diese Bedingungen nicht erfiillt, ist der Stoffwechsel 
vor dem Versuch inkonstant, erwacht das Tier wahrend des 
Versuches, hat es Kraimpfe, so ist der Versuch als unbrauchbar 
zu kassieren. 
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Das Allgemeinbefinden mu8 in gebiihrender Weise beriick- 
sichtigt werden; Temperatur, Puls, Respiration, Diurese, Narkose 
usw., wenn der Versuch wirklich brauchbar sein soll. 


Technik. 


Zu den Versuchen wurden Kaninchen benutzt. Die Technik 
war wie folgt: Nach 1 tagiger Inanition werden durch eine Sonde 
ca. 2 g Urethan pro Kilogramm Kaninchen in den Ventrikel ein- 
gespritzt. Das Tier wird mit Watte zugedeckt, und wenn es 
narkotisiert worden ist (ca. '/, Stunde spiter), werden in die 
Trachea, die Blase und die V. jugularis Kaniilen eingefiihrt. Dar- 
auf wird das Tier bei 29 bis 30° in einen Thermostaten gebracht 
und die Trachealkaniile mit kleinen Glasrespirationsventilen mit 
Gummiklappen verbunden. Inspirationen von frischer StraBen- 
luft, die dadurch kohlenséurefrei geworden ist, daB sie durch 
eine Flasche mit Bimstein passiert, der mit 10°/, NaOH ge- 
trinkt ist; Exspirationen in eine ca. 5 Respirationen fassende 
Mischungsflasche —- weiter bis zu einer Gasuhr von 1 Liter. 
Bevor die Gasuhr erreicht wird, geht von der Hauptleitung eine 
Capillarréhre zu einem Behialter ab, der mit Quecksilber gefiillt 
werden kann. 

Mittels eines Metronoms, dessen Tempo einigermaBen der 
Respiration eines Kaninchens entspricht, wird ein elektrischer 
Strom geschlossen. Durch einen Zahnradmechanismus wird dabei 
das Quecksilber im Behalter um ein gewisses Stiick gesenkt, 
und es wird somit bei jedem StromschluB der Exspirationsréhre 
ein gleichgroBer Raumgehalt Luft entnommen. 

Jeder Versuch (Probeentnahme) dauert in der Regel 15 Mi- 
nuten. Zur Luftanalyse im Pettersonschen Apparat werden 
25 bis 30 com entnommen. 

Was den Kinlauf der Fliissigkeit betrifft, ist die Technik 
die von Henriques und Andersen zur permanenten, paren- 
teralen Injektion*) benutzte, nur benutzte ich keinen Tropfen- 
apparat, sondern, um gréBere Regelma&Bigkeit und Genauigkeit 
zu erzielen, Motor und Spritze. 

An der Spritze (1 ccm Rekordspritze) brachte ich ein Bun- 
sensches Venti] an, dessen Prinzip darin besteht, daB Fliissig- 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 88, 5. 
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keit aus einer am Ende geschlossenen Gummiréhre, in deren 
Wandung ein Schlitz geschnitten ist, hinausgepreBt werden 
kann, wahrend Fliissigkeit von auBen nicht hineingepreBt wer- 
den kann. Derartige Gummischliuche werden an Glasréhren 
in einer groéBeren Glasrdhre, den Respirationsventilen analog 
angebracht, so daB Fliissigkeit aus der Injektionsflasche mittels 
des Motors durch das eine Ventil in die Spritze hineingesogen, 
aber durch das andere Ventil aus dem Kaninchen hinausgepumpt 
wird. Am Einlaufschlauch zur V. jugularis des Kaninchens ist 
eine T-Réhre zum Messen (in einer Biirette) der Einlaufge- 
schwindigkeit angebracht. Der Einlauf in das Kaninchen wird 
bier durch eine Klemmschraube abgeschlossen. Ein groBer Teil 
des Einlaufschlauches liegt im Thermostaten, damit die Ein- 
lauffliissigkeit dessen Temperatur annehmen kann. Nach der 
Operation nimmt die Temperatur des Kaninchens trotz der 
Zudeckung mit Watte um ein paar Grad ab. Das Tier wird 
darauf im Thermostaten angebracht, und der Einlauf von phy- 
siologischer NaCl-Lésung (0,9°/,) beginnt. Nach 3 bis 5 Stunden 
ist die Temperatur in der Regel wieder normal, und die Diu- 
rese kommt in Gang. Das Tier erhalt dann noch ca. 1 g Ure- 
than pro Kilogramm (subcutan) und schlaft dann ununterbrochen 
die Nacht und den nachsten Tag hindurch. 

Am Abend des 2. Tages ist es gewohnlich zweckmaBig, 
wieder Urethan (*/, bis 1g pro Kilogramm) einzugeben. 

Ob das Tier sich iiberhaupt nach einer solchen Dosis 
wieder beleben kann, habe ich nicht untersucht. Ein Kaninchen 
(Nr. 31), bei dem ich am 2. Tag die Infusion aufhéren lieB, 
lebte 5 Tage lang im Thermostaten, ohne wieder so zum Be- 
wuBtsein zu kommen, da8B es spontan eine Bewegung machte. 
Es wurde darauf getotet. 

Wenn die permanente Injektion sicherlich auch die Giftig- 
keit des Urethans um ein Teil erniedrigt, ist es doch nicht 
geraten, sofort eine gréBere Dosis zu geben. Die erwahnte 
Dosierungsweise ergab sich mir nach verschiedenen miBratenen 
Versuchen als die zweckmaBigste. 

Die Operationen fanden meist nachmittags statt, und die 
Versuche begannen erst ca. 20 Stunden spater, am nachsten 
Vormittag, damit das Tier sich nach dem Operationschok er- 
holen, normale und gleichmaBige Harnsekretion und Temperatur 
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annehmen und iiberhaupt den Stoffwechsel den neuen Verhalt- 
nissen anpassen kénnte. 

Dasselbe Kaninchen kann wiederum am niichsten Tage 
gebraucht werden, stirbt aber dann oft in der naichsten Nacht 
oder am nachsten Vormittag, ist jedenfalls am 3. Versuchstag 
nur ausnahmsweise zu Versuchen brauchbar. 

Die Todesursache besteht wahrscheinlich in Urethan, Auf- 
binden, Respiration durch Ventile — auBer der Injektion von 
NaCl und den zu untersuchenden Stoffen. Zuvorderst ist als 
hiufigste Todesursache jedoch auf die Ansammlung von Schleim 
in der Trachealkaniile zu achten. Nachdem das Kaninchen 
einige Zeit lang etwas forcierte Respiration in Verbindung mit 
deutlichem Schleimrécheln in der Trachea aufgewiesen hat, wird 
das Respirationsvolumen und die Respirationsfrequenz plotzlich 
geringer, und das Kaninchen verendet wegen Verstopfung der 
Kaniile im Laufe von ganz kurzer Zeit bei fortwahrend sinkender 
Respiration. Gelingt es nun schnell, den Schleimpfropfen hinauf- 
zubringen oder die Trachealkaniile umzulegen, wird die Respi- 
ration wieder vollstindig normal; doch kommt es nicht selien 
vor, daB die Respiration — wegen Reizung durch die Mani- 
pulationen in der Trachea — sehr beschleunigt wird, was bis 
zum nachsten Tag andauern kann (Kaninchen 23 und 25). 

Durch diese Technik habe ich bei meinen Versuchen Re- 
sultate erzielt, die in vielen Beziehungen von friiheren Unter- 
suchungen abweichen, und ich habe die Momente durchforscht, 
die meines Erachtens fiir die Gewinnung konstanter und richtiger 
Resultate die gréBte Rolle spielen, um dadurch iiber den Grund 
dieser Abweichungen sowie iiber die tatsichliche Wirkung von 
NaCl auf den respiratorischen Stoffwechsel Klarheit zu gewinnen. 


Versuche. 


Die Versuchsreihe A (die Versuche I und II sowie XIa und 
XIIb) behandeln Versuche iiber die Wirkung des Urethans. 

Um die NaCl-Wirkung auf den respiratorischen Stoffwechsel 
zu untersuchen, habe ich eine Reihe Versuche (B, die Versuche III 
bis VIII) angestellt, bei denen ich permanent eine dem Blut iso- 
tonische Lésung (0,9°/,ige NaCl-Lésung) in die V. jugularis ein- 
spritzte (Geschwindigkeit ca. 40 ccm pro Stunde). 

Einige Stunden nach der Operation hat sich die Temperatur 
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gewohnlich bis zur normalen Hohe gesteigert, und die Harn- 
sekretion kommt in Gang. Ca. 20 Stunden spiater, wenn die 
Sekretion der Nieren regelmaBig, die Respiration natiirlich, die 
Temperatur konstant und die Narkose fortwihrend tief ist, 
werden nacheinander 2 bis 3 Respirationsversuche angestellt, damit 
man sich davon iiberzeugen kann, daB der Stoffwechsel konstant 
ist. Danach wird die Injektionsfliissigkeit gewechselt und 1,8, 
3, 4,5 oder 9°/, ige NaCl-Lésung injiziert (die namliche Kinlauf- 
geschwindigkeit). Es werden wieder im Laufe der 1 bis 2 Stunden, 
die die Injektion der starkeren NaCl-Lésungen dauert, mehrere 
aufeinander folgende Respirationsversuche angestellt. Es wird 
nun wieder Injektionsflissigkeit gewechselt, und zwar kehrt man 
zur physiologischen NaCl-Losung zuriick und entnimmt die fol- 
genden Stunden hindurch Exspirationsproben. 

In der nachsten Versuchsreihe (C, die Versuche [X bis XII) 
findet in den Vor- und Nachperioden kein Einlauf statt und 
die Wirkung der 0,9 und 9°/, igen NaCl-Lésung wird ohne vorher- 
gehende permanente Injektion gepriift. 

Die Versuchsreihe D (die Versuche XIII bis XVI) umfaBt 
Untersuchungen iiber die Wirkung von Sauren und Alkalien 
auf den respiratorischen Stoffwechsel. 

SchlieBlich umfaBt Tabelle XVII Harnstoffversuche und Ta- 
belle XVIII Stoffwechsel und Wirkung von 9°/,iger NaCl-Lésung 
unmittelbar nach dem Anfang der Narkose und der Operation. 

Wie das Urethan sich als Narkoticum eignet, geht aus 
simtlichen Tabellen hervor, aus denen zu ersehen ist, daB der 
Stoffwechsel sich innerhalb der Versuchsperioden konstant er- 
halt und am 1. und 2. Versuchstag oft ganz unverandert ist — 
jedenfalls keine schroffen und bedeutungsvollen Uberginge auf- 
weist. Indessen ist es auch von gréBtem Interesse, zu erfahren, 
ob das Urethan nach der bei diesen Versuchen benutzten An- 
fangsdosis (2 g pro Kilogramm) den Stoffwechsel noch mehr 
herabsetzt, und im bejahenden Falle, wann man annehmen kann, 
daB der Stoffwechsel konstant geworden ist. 


Versuchsreihe A (Versuche XIa, XIIb, I und II). 
Versuch Xla (i1—4). 
Kein Einlauf. 0,7 g Urethan pro Kilogramm. Der Stoff- 
wechsel sinkt um 2°/,; siehe die Tabelle XIa. 
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Versuch XIIb (4—10). 
Einlauf von 0,9°/, NaCl. 1g Urethan pro Kilogramm. Stoff- 
wechselsteigerung um 2°/,; siche die Tabelle XIIb. 


Versuch I, 
Kein Einlauf. ig Urethan pro Kilogramm. 20 Minuten 
danach ist die Sauerstoffaufnahme um 7,5°), gesunken, bleibt 
jetzt aber in den folgenden Respirationsversuchen vollstandig 


konstant (2 Stunden). 
Tabelle I. 


Versuchsreihe A. 
Nummer des Versuchstieres: 22. Korpergewicht 2900 g. 
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Die unterstrichenen Minutenziffern bezeichnen die Zeit von 62 abends bis 559 morgens. 
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Versuch II. 
Einlauf von 0,9°/, NaCl. 0,8g Urethan pro Kilogramm. 
Stoffwechselsteigerung um 1 °/,. 


Tabelle II. 
Nummer des Versuchstieres: 29. Kérpergewicht 2500 g. 
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Das Urethan kann also an einem mit 2g pro Kilogramm 
narkotisierten Kaninchen den Stoffwechsel noch um ein Teil 
(7,5°/,) erniedrigen. Die Erniedrigung der Sauerstoffaufnahme 
hat schon 20 Minuten nach der Injektion stattgefunden, und 
der Stoffwechsel bleibt jetzt vollstandig konstant (Versuch I). 
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Die Versuche XIa, XIIb und II weisen keine Wirkung 
des Urethans auf — indem eine Verinderung der Sauerstoff- 
aufnahme von einigen Prozent ja innerhalb der Fehlergrenze 
der Analyse und des Versuches liegt. Man kann selbstverstandlich 
so kleinen Stoffwechselverinderungen nur als Gliedern einer 
Reihe (siehe z. B. Tabelle IIJa und b), nicht aber als isolierten 
Erscheinungen einen praktischen Wert beimessen. 


Versuchsreihe B (die Versuche III bis VIII). 
Versuch III. 

a) 1. Versuchstag. Einlauf von 1,8°/, iger NaCl-Lésung. Ein- 
laufgeschwindigkeit ca. 36 ccm pro Stunde. Stoffwechselsteigerung 
durchschnittlich 2°/,, Maximum 5°/,,| 

Tabelle III. 


Versuchsreihe B. 
Nummer des Versuchstieres: 15. _Rrpeprete 2400 8: 
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16 |18. 15 | 9765 | 3:01 |17:11] 458 | 615 10,74 |) ts Nacl-e=- 85 em] 5° Ooo) 45 
19. IV. 1108 Atmung}19, 645) 300 
oberflich: ° aus-| 
| setsend. Puisschiecht|!9- 1180/70 
| Das Tier wird um 28° 
getétet. Die Sektion 
zeigt keine patho- i 
logischen Verinde-} { 
rungen. 
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Mit dem Durchschnitt der Vor- und Nachperiode als Basis 
betragen die Steigerungen bzw. 1°), und 4°/,; die Diurese nicht 
geateigert. 

b) 2. Tag. Einlauf von 3°/, NaCl. Die namliche Einlauf- 
geschwindigkeit wie beia). Die Steigerungen 3,5°/, und 4,5°/, 
oder 3°/, und 4°. Die Diurese ein wenig gesteigert. 

Der Stoffwechsel in den Vorperioden mit 0,9°/, NaCl voll- 
standig konstant und an beiden Tagen der gleiche. 


Versuch IV. 

Bei Einspritzung von 4,5°/, NaCl-Lésung sinkt das Respi- 
rationsvolumen auf */, des urspriinglichen Volumens, und das 
Kaninchen verendet ein paar Stunden spater, indem die Respi- 
ration sich fortwahrend verlangsamt. Die Sektion ergibt einen 
Schleimpfropfen in der Trachealkaniile. Die Analyse ergibt eine 
Abnahme der Sauerstoffaufnahme von 8°/, wabrend der In- 
jektion von 4,5°/, NaCl. 

Die Versuche sind jedoch wegen der volikommen anomalen 
Verhiltnisse (und der fehlenden Nachperiode) zu kassieren. 


Versuch V. 


a) Einlauf von 4,5°/, NaCl. 40 ccm pro Stunde. Durch- 
schnittliche Steigerung 0,5°/,, maximale Steigerung 4,5°/, oder 
0°/, und 4,5°/, (Vor- und Nachperiode). Die Diurese gesteigert. 

b) 2. Tag wieder 4,5°/, NaCl. O,-Steigerung 5°/, und 6,5°/, 
oder 0,5°/, und 2°/, — man kann sich jedoch sicherlich mit 
der Probe 5 als Nachperiode begniigen und die Proben 7% 
und 8% abziehen, wo das Kaninchen wahrscheinlich im Begriff 
war zu erwachen (Bewegungen). Wir bekommen dann statt 
dessen eine O,-Steigerung von 3,5°/, und 5°/,. Die Diurese 
ist gesteigert. (Tabelle V siehe S. 266.) 


Versuch VI. 


a) Einlauf von 4,5°/, NaCl. 40 ccm pro Stunde. Keine 
Steigerung, Stoffwechsel konstant. Die Stoffwechselsteigerung 
(von ca. 3,5°/,) in den beiden letzten Respirationsversuchen rihrt 
wabrscheinlich von dem Erwachen des Kaninchens her; es be- 


wegte sich wahrend der Versuche. Die Diurese ist gesteigert. 
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Tabelle V. 
Nummer des Versuchstieres: 18. Kérpergewicht 2000 g. 
“i a ry Res | ccm (re- Bemerkungen my 
i : 3 volumen Exspira- duziert) 4. V. 589 Einlauf von Harn g 
Nr.| Beginn | 4 | citer inj tionsluft | Pro kg und) ——2) 090), NaCl. Schnellig- 2 
_|.15 Min.) COs"lo| Os'le CO, | 0, wags Nees Zeit |ccmj °C 
a) | 4.V. 945 33,9 
1 | 5.V. 128 7,08 | 3,16 17,04] 411 | 538 \ i ia Me] tee? 
21 5. 115 6,90 | 8,12 17,05] 396 | 524 ” NaCl 40. < 
3|5. 140 6.59 | 3,20 16,89] 388 | 534 aaa” ee te oer 
Versuchsperiode. 1215 36.8 
Von 2° bis 385 In- ‘ 
Jektion om 45°, 1° 36,8 
{ NaCl; 62ccm = ca. | 
Wahrer nd «-~™ 
- : 
4] 5. 225 7,382 | 3,10 | 17,05] 417 557 suche 3—8 wurden 915 | 36 
55. 260 7,19 | 3,07 17,11] 404 | 538 kleine nuckende Be- toa | Salne’s 
6] 5. 320 6,60 8,61 | 16,88 438 512 terbeine beobach- . 
} tet. Das Kaninchen | 
scheint doch nicht | 
d. oe —_ 
n, ha ein 7 ¢ > 
| Schmerzgetihl, {| > = 36,8 
7] 5. 420 8,18 | 2,86 | 17,61] 430 | 525 Nechperiode. || °° pe 36,9 
8] 5. bas 6,04 | 3,57 | 16,32] 396 | 548 (0.9%, NaCl, 30 ecmy}9- 518) 40} 37,0 
9/5. 615 5,85 | 3,68 | 16,26] 396 | 586 pro Std.) :. 340 
| 1042 2g Urethan sub-| 5. 1042 37,2 
b) 6 V. Einlaut wihrend 
a 6. 620 37,0 
der Nacht 45 , 
pod Std. ones: 6. 900 37,0 
| routes isoner| | ¢: 1009| 55) 870 
laut 40ccm pro = " : ee +p 
10 | 6. 185 5,53 | 4,02 | 15,78] 407 | 561] 0,72 \ a oxversuch. 6. 100 372 
11] 6. 155 5,75 | 8,99 | 15,97] 420 | 554 |0,76 Oo 0 tah a 6. 200 373 
6. 300 37,3 
12]6. 286 6,57 | 3,69 | 16,34] 444 | 587 Bang eg yore 
13 |6. 307 6,66 | 3,63 | 16,36] 442 | 593 jektion von 45°, |6. 400 37,6 
14 | 6. 325 6,29 | 3,74 | 16,21] 430 | 579 NaCl; 58 com = 
40 ccm pro Std. 
Nachperiode. 500 37.7 
15] 6. 500 6,09 | 3,90 | 16,10] 435 | 572 gt > dems gee 378 
16] 6. 740 9,37 | 2,81 |17,58] 484 | 610 Wahrend des _Ver- gee! anl37'9 
00 $ hes 13 ei , 
17] 6. 30 8,89 | 2,91 |17,30]475 | 637 — PM 1122 i 
| des ganzes Kérpers. 
Starb in der Nacht. 





gerung 4,5°/,, 








/ 





Maximum 








b) Am nachsten Tag 9°/, NaCl. 40 ccm pro Stunde. Stei- 


9°/, (die maximale Steigerung tritt 


sofort ein, zu Ende der Injektion hat der Stoffwechsel normale 
Hohe) oder 6,5°/, und 11°/,. Die Diurese gesteigert. Der letzte 
Versuch (15) um 3%, bei dem die Respiration schroff ab- 
nimmt, die Temperatur sinkt, die Harnsekretion aufhért und der 
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Stoffwechsel fast bis auf die Halfte abnimmt, scheidet natiirlicher- 


weise aus. 


Tabelle VI. 


Nummer des Versuchtieres: 17. 


Korpergewicht 2350 g. 








g |.dtem- | Exspira- 
Nr.| Beginn 4 Giterin tionsluft 
Be I cas patton on had. 
a) 
1 }28.1V. 1055] 15 | 9,32 | 2,79 (17,49 
2}28. 1120 15 | 9,38 | 2,76 17,49 
3128. 1140 15 | 9,49 | 2.78 17,48 
4}28. 1259) 15 | 8,20 | 3,03 |17,08 
5|28. 115 15 | 7,51 | 3,37 |16,65 
68. 235 15 | 8.43 | 3,26 |17,06 
7128. 520 15 | 8,87 1 8,19 | 16,98 
S}28, 580 15 | 8,41 | 3,20 16,93 
b 
9129. 10251 15 | 8,02 | 3,09 |17,03 
10|29. 1050 45 | 7,75 | 3,16 |16,95 
11/29. 1180 15 | 851 | 3,20 |16,94 
12]29. 1150 15 | 8,28 | 3,09 |17,00 
13/29. 1210 15 | 7,40 | 3,83 | 16,73 
14/29. 300) 15 | 6,09 | 3,62 16,09 
15/29. $851 15 | 4,48 1331 17,29 














0| 
5 /0 





ecm (re- 

duziert) 
pro kg und 

Stunde 


he SF 


414 | 543 
412 | 548 
420 | 554 


895 | 545 
403 | 546 


437 | 547 
427 | 560 
430 | 573 


395 | 538 
390 | 525 


434 | 576 
403 | 554 
393 | 529 


$50 | 512 
241 | 269 


CO, 


O, 


0,76 
0,75 
0,76 


0,74 
0,74 


0,75 
0,73 
0,74 


0,6 
0,9 


Rho 

















Bemerkungen Ey 
27. IV. 53° Einlauf Harn @ 
von 0,99, NaCl. & 
ca. 40c¢m pro Std. Zeit jcom °C 
nace 9 
98. IV. 27.1V. 1130) 200] 37,4 
| Vorversuch. 28. 600 | 2251 37.0 
(0,9 °, NaCl, 40 com}]28. 1015) 150 37,2 
i 28. 1145) 40187.3 
- Nees. 
on 1155 bis 1 n- |9 945) $7.7 
jektion von 45% 28. 1245 60/37, 
NaCl; 60 ccm (== 40 —_ os ’ 
ecm pro Std.) | 
ae ary | 
(0,9%o NaCl, 40 com 198, 245) 901. 37,4 
pro Std.) Einige mt 
Male Zuckungen d. 28. 345) 50] 37,4 
Hinterbeine w&h-¢/28. 515) 45) 37,5 
pon des Ver-}/98 645] 251379 
suches 7. — , 
1048 2,5 ¢ Urethan'{23. 1083) 85] 37.9 
subcutan. 
oe 29. 645] 235 38, 
(0,99), Nal, 40 cem 29. 1000) 115 37,8 
= Std.) 29. 1190 40) 37,7 
hsperiode. 
Von 1108 bis 1920(|29.  1200| 130] 87,4 
ween _e og 29. 1230110] 37,1 
aCl; 50 ccm (= on « 
ecm pro Std.) 29. 100 35] 37,3 
NACL a0. 
(0,9°/, NaCi, 40 ccm 29 200! 40] 37.4 
Std. ei , 
ol ae ene Puls |{29. 300, 35) 37,7 
Bn 29. 330 10] 37,2 
Sehtlon: alebts 29. 40 0)36,9 
Sektion: nichts Beson- : Ash 
desvn, belao Hitanes- 29. 520} 36,0 





rhagien. 


Versuch VII. 
Einlauf von 9°/, NaCl; ca. 50 ccm pro Stunde. Steigerung 





und 6,5°/, (oder 4°/, und 5,5°/,, wenn es gestattet ist, 


mit dem Mittel von zwei so verschiedenen Zahlen wie denen 
der Nachperiode zu rechnen). Der Stoffwechsel des Kaninchens 
ist wahrscheinlich noch nicht normal und gleichmaBig. Die Diu- 
rese gesteigert, aber nur gering. 
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: Tabelle VII. 
i Nummer des Versuchstieres: 19. _ pen 3300 g. 
& | Atem- cem(re- | | Bemerkungn | |g 
g Exspira- | duziert) 
Nr] Beginn | 3 [7piumee| tionsluft |rroke una] Os) Yec/Saci,voeempro| = ™ | 
Min.| 15 Min.)|co,,%| 4% | 00, | 0 Me Neos. | Zeit foom| *C 
eo"! s/o . + P _ 
1 [12.V.1035) 15 13,78 | 1,87 | 18,72] 292 | 366 =v. 11. V. 100 
i 2 |12. 1055] 15 | 18,52 | 1,88 | 18,69] 289 | 367 10.99), Nath, B6 cems|12. _ 980 
3 12. 1115 15 | 13,70 | 1,86 | 18,69] 289 | 372 ‘pro Std.) 12. 1130 
Urinsekretion um 14°. 
4]12. 114) 15 | 14,68 | 1,82 | 18,73] 308 | 392 y Versuchsperiode. | (/12. 1200) 10 
5 12. 1215) 15 | 14,91 | 1,82 |18,78] 308 | 387 Triektion von 8° 1230 
; 6 112. 1235 15 | 15,11 | 1,88 | 18,84] 814 | 379 NaCl; 62 ccm = ca. 100 
ay 50 ccm pro Std. 
iq Nachperiode. 900 
(0,9°/, a may ea. 50 com 300 
7112. 215) 15 | 18,83 | 1,84 | 18,48] 287 | | 406 Of, Pro Sta. 00 
812, 39 15 | 14,82 | 1,74 18,84] 281 | 344]0,82|scxtionsbetDarmund os 
die serdsen Cavitaten goo 
mit seréser u. himor- — 
— r Flissigkeit ' 
ge . j 
Von d. Nieren u. tibrigen j 
Organen nichts Beson- j 
ft deres zu bemerken. | 
: Tabelle VIII. 
| Nummer des Versuchstieres: 20. K6rpergewicht 2400 g. 
‘ 5 Atem- P com (re- B k ef 
3 3 Exspira- | duziert) emerkungen 
: ¢ |volumen} 4; kg und |~~2] 14. V. 500 Einiautf Mara 
Nr] Beginn | 4 |(iter in| tiousluft Jere ke ana} 2}36. i oe into 
é Min.| 15 Min.) | C0,*%| 04% | CO, | O- pro Std Zeit 
14.V.1000 
1 |15.V.1200] 15 | 7,91 | 2,81 |17,35] 847 | 460 15. V. i‘. 
215. 1220) 15 | 8,01 | 2,79 | 17,50] 349 | 456 (9%) Natl, a ei 1080 
4 3 415. 12407 15 7,77 | 2,82 |17,38] 342 | 460]0,74)) pro sta.) 1200 
100 
i 4115. 124 15 | 8,55 | 2,84 |17,99] 379 | 408 Versuchsperiode. 130 
) 5 15. 141 15 | 8,86 | 2,68 |18,19] 371 | 389 tien von 8° Neck 200 
6 ]15. 20 15 | 9,12 | 2,22 | 18,34] 316 | 386 68 cem=ca. 50 pr.st. 230 
7 {15. 385 15 | 8,25 | 2,74 |17,66] 355 | 448 Sesecdiete. 330 
815. 545) 15 8.69 2,71 | 17,77] 371 | 467 eo 400 
9 115. 605) 15 8.61 2,65 | 17,82] 360 | 445 pro § 600 
700 
16. V. Nach 650 50 
storbe: — “ff m 





























Versuch VIII. 
Einlauf von 9°/, NaCl, 42 bis 50 ccm pro Stunde. 























Der O,- 


Verbrauch nimmt um 14,5°/, ab, Maximum 16°/, (oder 14°, 
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und 15°/,). Wéahrend der Injektion sank die Temperatur des 
Kaninchens um ca. 1°, die Temperatur des Thermostaten war 
unverandert. Die Temperatur stieg wieder bis zur urspriinglichen 
Hohe, nachdem die Injektion von 9°/, NaCl aufgehért hatte. 
Das Kaninchen bot nichts Abnormes dar. Die Diurese gesteigert. 

Nach diesen Versuchen (siehe auch die Versuchsreihe C) 
scheinen niedrige Konzentrationen von NaCl (1,8°/, und 3°/,) 
den Sauerstoffverbrauch gleichmaBig und in geringem Grade 
(ca. 5°/,) zu steigern. Geht man zur physiologischen NaCl- 
Lésung zuriick, so kehrt auch der Sauerstoffverbrauch zum nor- 
malen Standpunkt zuriick. Bei stérkeren Konzentrationen von 
NaCl (4,5°/, und 9°/, — also stark hypertonischen Lésungen) 
steigt der Stoffwechsel kurz nach der Injektion bis zum héchsten 
Wert (5 bis 10°/,), um darauf zu sinken und nach ca. 1'/, stiin- 
diger Infusion den normalen Wert zu erreichen. Ein paar 
Stunden nach AufhGren der Injektion ist der Stoffwechsel immer 
normal. 

Wabrscheinlich wiirde der Stoffwechsel bei den starkeren 
Konzentrationen und bei fortgesetztem Einlauf unter den nor- 
malen Wert hinabsinken. Darauf deutet (auBer der Versuchs. 
reihe C) der Versuch VIII, wo die Stoffwechselsteigerung sich 
gar nicht zeigt (Versuch IV kann fiir diese Annahme keine 
Stiitze bieten, er ist unbrauchbar). 

Man kann demnach annehmen, daB Salzlésungen den 
respiratorischen Stoffwechsel steigern (die Diurese ist gewohn- 
lich gesteigert)*), daB sie aber in stairkeren Konzentrationen 
tugleich schadlich wirken und die Vitalitat des Tieres herab- 
setzen, wodurch die Temperatur und der Stoffwechsel trotz der 
»Reizung“ und der enorm gesteigerten Tatigkeit der Nieren 
zum Sinken gebracht werden. 

Gehen wir nun zur Versuchsreihe C iiber, so haben wir 
nicht mehr die reine Salzwirkung vor uns. Hier fihren wir 
plétzlich eine groBe Fliissigkeitsmenge in das GefaBsystem ein, 
ohne daB des Kaninchen Nieren und Herz darauf ,,eingestellt“ sind. 

Wenn man davon ausgehen kann, daB eine gesteigerte 
Fliissigkeitsmenge in den GefaéBen den Stoffwechsel in die 


1) DaB eine gesteigerte Diurese den Stoffwechsel steigen macht, ist 
dargetan worden von Barcroft und Brodie: The gaseous metabolism 
of the kidney. Journ. of Physiol. 32, 18 und 33, 52. 
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268 J.C. Raeder: 
Tabelle VII. 
Nummer des Versuchstieres: 19. hea 3300 g. 
_ 5 Atem- | p cem(re- | | Bemerkungen | ry 
xspira- duziert) 
Nr.j Beginn FE (user in tionsluft oe et 0% Hal Nac, 70 cem pro Harn 5 
Min.| 15 Min.)|co,."] 04% | 00,| 0, | |" *brosta. | Zeit. foem| *C 
1 |12.V.1035] 15 | 13,73 | 1,87 | 18,72] 292 | 366 /0,80/)12 Vv. . 11. V. 190) 15 | 35,9 
2 412. 1055) 15 | 13,52 | 1,88 | 18,69] 289 | 367 |0,79 109°), Neth, 56 cem)|12- 930} 20 
3 112. 1119 15 | 13,70 | 1,86 | 18,69] 289 | 872]0,78]) ‘pro sta.) © 12. 1180 5 4855 
Urinsekretion um 14°. 
4]12. 114) 15 | 14,68 | 1,82 | 18,73] 303 | 392]0,77 ag ag 12. 1200) 10 
5 112. 1215 15 | 14,91 | 1,82 | 18,78] 308 | 387 0,79 Tnjektion = 0 12. 1230) 17 | 35,2 
6 112. 1285 15 | 15,11 | 1,83 | 18,84] 314 | 379 0,83 HaOh; 68 coms = os. 12. 100) 18 | 35,2 
ccm pro 
Nachperiode. 35,2 
ooh aS nlf? 20) 10 352 
7112. 215 15 | 18,83 | 1,84 | 18,48] 287 | 406 ]0,69}). Pro Ste. , ee or’ 
a [12.3% 15 | 14,82 | 1,74 18,84] 281 br OStleaetcemeis Sel sles 
die serdsen Cavitaten}], goo! 10 354 
mit serdseru.hémor-({!2- 980 vo, 
| | a r Flissigkeit 
| | g - i 
| Von d. Nieren u. tibrigen j 
| Organen nichts Beson- j 
| deres zu bemerken. | 
Tabelle VIII. 
Nummer des Versuchstieres: 20. Korpergewicht 2400 8. 
o Atem- ccm (re- B kungen i pe TY 
5 Exspira- | duziert) |¢o ee H = 
: @ |volumen| ,. COs] 4 Vv. 500 B arn 
Nry Beginn | & (Liter in] onsluft |Prsctnde | O, | 09%, NaCl. 42 ccm" S 
Min.}| 15 Min.)|co,*/,| 0,°%, | CO, | 0, pro Std. Zeit {ccmj °C 
ie ma a a Se a 14.V.1090) 40] 35,8 
1 |15.V.120 15 | 7,91 | 281 |17,35] 347 | 46010,75))35.¥, . ae, 
215. 128) 15 | 8,01 | 2,79 | 17,50] 349 | 456 }0,76] bq) ‘Nacn a2 cemyl15, 10801 60/360 
3 15. 1240 15 7,77 2,82 17,38 342 460 0,74 pro Std.) 15. 1200 15 85,9 
15. 10 15) 35,9 
4415. 120 15 8,55 | 2,84 | 17,99] 379 | 403 }0,94)) | Versuchsperiode. (115. 180 130 
5 ]15. 1421 15 | 8,86 | 2,68 | 18,19] 371 | 389/095] ,Yen i, Disk) Maken 15. 200) 105} 35,3 
6 15. 200 15 9,12 2,22 | 18,34] 316 | 386]0,82]) escem=ca.50pr.st.f15. 230! 70) 35,0 
7415. 385) 15 8,25 | 2,74 | 17,66] 355 | 448 10,79 Nachperiode. 15. 330 35] 35,3 
8715. 54) 15 8,69 | 2,71 | 17,77] 371 | 467 }0,80 o~ -7* foams 15. 400} 20) 35,7 
9 15. 60g 15 8,61 | 2,65 |17,82] 360 | 445]0,81]) Pro S 15. 620) 100} 36,1 
16. V. Sesh 650 ge- et Roby 
| eae 15. 1150) 15 36,3 
16. 650 227] 35,8 























Versuch VIII. 


Einlauf von 9°/, NaCl, 42 bis 50 ccm pro Stunde. Der O,- 
Verbrauch nimmt um 14,5°/, ab, Maximum 16°/, (oder 14°/, 
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und 15°/,). Wahrend der Injektion sank die Temperatur des 
Kaninchens um ca. 1°, die Temperatur des Thermostaten war 
unverandert. Die Temperatur stieg wieder bis zur urspriinglichen 
Hohe, nachdem die Injektion von 9°/, NaCl aufgehért hatte. 
Das Kaninchen bot nichts Abnormes dar. Die Diurese gesteigert. 

Nach diesen Versuchen (siehe auch die Versuchsreihe C) 
scheinen niedrige Konzentrationen von NaCl (1,8°/, und 3°/,) 
den Sauerstoffverbrauch gleichmaBig und in geringem Grade 
(ca. 5°/,) zu steigern. Geht man zur physiologischen NaCl- 
Lésung zuriick, so kehrt auch der Sauerstoffverbrauch zum nor- 
malen Standpunkt zuriick. Bei starkeren Konzentrationen von 
NaCl (4,5°/, und 9°/, — also stark hypertonischen Lésungen) 
steigt der Stoffwechsel kurz nach der Injektion bis zum héchsten 
Wert (5 bis 10°/,), um darauf zu sinken und nach ca. 1'/,stiin- 
diger Infusion den normalen Wert zu erreichen. Ein paar 
Stunden nach Aufhéren der Injektion ist der Stoffwechsel immer 
normal. 

Wabhrscheinlich wiirde der Stoffwechsel bei den staérkeren 
Konzentrationen und bei fortgesetztem Einlauf unter den nor- 
malen Wert hinabsinken. Darauf deutet (auBer der Versuchs. 
reihe C) der Versuch VIII, wo die Stoffwechselsteigerung sich 
gar nicht zeigt (Versuch IV kann fiir diese Annahme keine 
Stiitze bieten, er ist unbrauchbar). 

Man kann demnach annehmen, daB Salzlésungen den 
respiratorischen Stoffwechsel steigern (die Diurese ist gewohn- 
lich gesteigert)*), daB sie aber in stairkeren Konzentrationen 
zugleich schadlich wirken und die Vitalitat des Tieres herab- 
setzen, wodurch die Temperatur und der Stoffwechsel trotz der 
»Reizung“ und der enorm gesteigerten Tatigkeit der Nieren 
zum Sinken gebracht werden. 

Gehen wir nun zur Versuchsreihe C iiber, so haben wir 
nicht mehr die reine Salzwirkung vor uns. Hier fihren, wir 
plotzlich eine groBe Fliissigkeitsmenge in das GefaBsystem ein, 
ohne daB des Kaninchen Nieren und Herz darauf ,,eingestellt“ sind. 

Wenn man davon ausgehen kann, dab eine gesteigerte 
Flissigkeitsmenge in den GefaBen den Stoffwechsel in die 


1) DaB eine gesteigerte Diurese den Stoffwechsel steigen macht, ist 
dargetan worden von Barcroft und Brodie: The gaseous metabolism 
of the kidney. Journ. of Physiol. 32, 18 und 33, 52. 
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Hohe treibt (siehe z. B. P. Hari, diese Zeitschr. 44, 1), so 
miiBte dies hier stattfinden, vorausgesetzt, daB das Kaninchen 
sich nicht sofort der zugefiihrten Fliissigkeit entledigen kann. 
Gleichfalls wiirde man einer gleichmaBigen Steigerung gewartig 
sein, weil fortwahrend mehr Fliissigkeit zugefiihrt wird, vielleicht 
auch ein wenig wegen des eingespritzten 0,9°/, NaCl. 

Bei Einspritzung von 9°/, NaCl wiirde man dagegen an- 
nehmen, daB die erwahnte ,,hypothetische* Giftwirkung schneller 
und gewaltiger eintreten wiirde. Dies scheint nun auch wirk- 
lich der Fall zu sein. 

Tabelle IX. 


Versuchsreihe C. 
Nummer des Versuchstieres: 23. Kérpergewicht 2500 g. 








Temp 




















— — 
- ; (re- 
5 tanec Exspira- ‘duziert) CO,| Bemerkungen Harn 
Nr. Beginn | G (Liter in tionsluft — 7 25. V. 1199 Urethan (5 g) 
Min.| 15 Min.)|co,%;| 0,%,|c0,; 0, | = aaa Zeit jcem 
a) A TS 
1 /25. V. 330) 15 | 10,29 | 2,32 | 17,86] 370 | 530 10,70 ‘ ar 
2 25. 355 15 | 11,88 | 2,04 | 18,31] 374| 519] 0,72]).. ,.yorverauch. 4)23.V. 30) 
3 125. “ 15 | 12,34 | 1,97 18,39 377 | 525 10,721) ° ‘ 
| 445 wird eine Kaniile 
H in d. bon — 
425. 581 15 | 9,74 | 2,78 |17,49] 418| 55210,76]) ninchensehiattent. Jos x51 
5 J25. 600 15 | 10,41 | 2,69 |17,44) 434 | 603 10,72] >. Versuchaperiode. {15-° 2-5] 9 
6 ]25. 680} 15 | 11,16 | 2,63 | 17,55] 453 | 626 10,72) "Soutien vor age, | 
NaCl; 80 ccm = 40 
ecm pro Std. | 
> bk Nachperiode. 
7 [25.  918) 15 | 17,01 | 1,54 | 18,91] 405 | 578]0,70] - sijextion. 25. 930) 0 
942 2,5g Urethan sub- | 
| cutan. 1032 Schleim 
| in der Trachealka- 126. 700) 45 
b) niile. Die Kaniile 
wird umgelegt. 
& 26. 119 15 | 22,88 | 1,16 | 19,43) 411 | 581 ]0,71 og 26. 100) 15 
9 [26. 1120 15 | 22,67 | 1,16 | 19,43] 408 | 576 }0,71 i {lee. 1130) 5 
Versuchsperiode. ‘ 
10 }26. 1155] 15 | 17,00 | 1,68 | 18,86] 420 | 590 |0,71}) Von 1140 bis 195° tn. D6. 1215 70 
11 [26.1285] 15 | 15,58 | 1,71 | 18,70] 413 | 584] 0,71]) Meer. com ie loe soso! 4s 
12 ]26. 1240) 15 | 13,10 | 1,89 | 18,45] 384 | 546 }0,70]) com prostd. 1148:|l5e° tool 45 
Diurese beginnt. : 
Nachperiode. 
-- Injektion. Re- 
spir. von 215 bis 
19 pro8l Std. Nach 
pro */, Std. Nac 
13 (26. 155 15 | 16,06 | 1,66 | 18,92] 412 | 534/0,77 = mae ont 26. 200) 5 
14 [26.3 40’ wihrend dee (22 4) (0 
Versuches. Sek- 
tion: nichts Beson- 
deres. Trachealka- 
niile leider nicht 
untersucht. 
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33,0 
37,9 
37,8 
37,6 


37,8 
38,2 
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Versuchsreihe © (die Versuche IX bis XII). 


a) Kein Einlauf. intel alin 

Einlauf von 0,9°/, NaCl, 40 cem pro Stunde. Steigerung 
durchschnittlich 13°/,, Maximum 19°/,. In der Nachperiode 
hat Respirationsvolumen und -frequenz stark zugenommen — 
wahrscheinlich wegen einer Schleimreizung in der Trachea; 
dennoch ist der Stoffwechsel geringer als wahrend der Ein- 
spritzung. Der Durchschnitt der Vor- und Nachperiode ergibt 
eine Steigerung von 7,5°/, und 11°). 

b) Am nachsten Tag; kein Einlauf. 

Die Respiration sehr beschleunigt, der Stoffwechsel jedoch 
konstant. Einlauf von 9°/, NaCl, 44 ccm pro Stunde. Sofort 
eine kleine Steigerung (von 2°/,), darauf sinkt der Stoffwechsel 
gleichmaBig 5,5°/, (Durchschnitt —- 1°/,). Eine Stunde nach Auf- 
héren der Infusion ist die Sauerstoffaufnahme noch weiter ge- 
sunken, wahrend das Respirationsvolumen im Begriff ist anzu- 
steigen. Wahrend des eigentlichen Nachversuches 3 Uhr 55 
sinkt das Respirationsvolumen (das bisher fortwahrend gestiegen 
ist) jah, und das Kaninchen verendet (4 Uhr 10). 



































Tabelle X. 
Nummer des Versuchstieres: 24. Kérpergewicht 2950 g. 
a & | Atem- Sg iy 6h eee eee 0 mir 
3 Exspira- | duziert) [Qo Bemerkungen H g 
Nr] Beginn | 4 (Liter in tionsluft Pro ke und 0, 27. V. 415 6g Urethan me & 
Min. | 15 Min.)}co,°,| 0,°% | CO,| 0, demas Zeit {ccm| °C 
27.V.1230) 20 | 37,2 
1 [28. V. 245] 15 | 13,87 | 2,00 |18,52| 334 | 429 }0,78])98. v. > itl ste 
2 128. 880) 15 | 12,55 | 2,04 | 18,47] 321 | 413]0,78]>. a 98, 12001 0 358 
2 Id ° _ b> . ’ 
28. 330) 0 35,7 
| 490 Ureterunterbin- 
428. 430 15 | 10,88. | 2,26 |17,26] 307 | 470]0,65]) ind. Venafuguiaris | 
5 [28. 450 15 | 10,53 | 2.29 |17.75] 303 | 458 [0,66|%,Versuchsperiode: (128. 48°) 1 85,8 
6 {28. 520) 15 9,00 | 2,37 |17,87] 268 | 373)0,72]) jextion von 9%, | — P 
| NaCl; 66 ccm = 50 
cem pro Std. | 
ri | 28. 615) 35,3 
7 128. 7401 15 9,37 | 2,53 | 18,01] 301 | 864 10,83 40 - 
x bs, Ec 15 | 9,86 | 2:39 | 18,20] 297 | 357 |0.83 {- ee 7 oy 
9 723. 840) 15 9,90 | 2,32 | 18,27] 291 | 351/0,83 98 1000 35,7 
Das Tier stirbt wih- | 
rend der Nacht. | 
Sektion: Schleim 
in der Trachealka- 
nile. Serdse Flts- 
| sigkeit in dem 
Darm, sonst nichts 
Resonderes. 
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272 J. C. Raeder: 


Versuch X. 

Kein Einlauf. — Einlauf von 9°/, NaCl. 50 com pro 
Stunde. Unterbindung der Uretere vor dem Einlauf. Sofort 
Steigerung von 12°/,. Danach sinkt die Sauerstoffaufnahme 
11°/, (Durchschnitt --3,5°/,). Aufhéren der Infusion. Der 
Stoffwechsel ist ferner gesunken (+ 15°/,), ist aber konstant. 



























































1) FlieBt hinaus bei verianderter Stellung der Kaniile. 


Veruch XI. 
b) Am 2. Versuchstag (5 bis 13). Kein Einlauf. Sauerstoff- 
aufnahme nicht konstant: Die Vorversuche schwanken im Maximum 





Tabelle XI. 
Nummer des Versuchstieres: 25. Kérpergewicht 4350 g. 
S | Atem- , com (re- ooh a. 
3 Exspira- | duziert) [oo Bemerkungen Hern F] 
Nr.| Beginn | § (Liter in tionsluft we te eat 0, 3. VI. a oe. Sertign Pa 
Min.| 15 Min.)} 00,9, | 04% | CO, | O, +a Zeit com] °C 
8) 
1 138. VI. 913] 15 | 14,73 | 2,83 | 18,01] 291 | 391 ]0,74 Vorversuch. 8. VI. 845! 0 1370 
2 13. 931) 15 15,01 | 2,29 | 18,10} 291 | 384]0,76]/ = Injektion. a ae ' 
813. 1235 15 | 14,80 | 2,32 |18,08] 291 | 382 |0,76},°° 3& Urethan sub- , 
413. 1255] 15 | 1525 | 228 |18,171295|38110,79|f Veruchspertods, | 2 12M) 0 187.2 
b) 4. VI. 4. 930) 0 | 37,8 
514 1 15 | 18,57 | 2,10 | 18,49] 3380 | 406 }0,81 P 
6/4. 111 15 | 18,10 | 2,07 |18,51] 317 | 392|0,81 \. ia aS 30°) _ 
714. 1185) 15 17,33 | 2,12 | 18,50] 311 | 376 10,83] ° i , 
12°0Kaniile ind. Vena 
jugularis. Einlauf 
1219 von 0,9%, 
NaCl; ca. 70 com 
pro Std. Die Re- 
spiration plétzlich 
ae i" “er 
8 14. 1 15 83,16 | 1,13 | 19,70] 316 | 8366 ]0,86]) Schieim wird aus(| 4, 1245) 0 | 37,7 
9 4. 15 | 32,77 | 1,14 | 19,66] 315 | 376 ]0,84]] Ger Luttrohre her- 1) 4. 200) Q 1 37,4 
10 } 4. 419 15 82,66 | 1,14 | 19,68] 314 | 366]0,86]| Trachealkaniile 4. 400; 0 137.4 
11 } 4. 15 | 32,64 | 1,13 | 19,63] 311 | 385 0,81 a 4. 515) 0 437,2 
124. 885] 15 | 30,17 | 1,20 |19,51] 305 | 389}0,78]| Respiration muni 4 gaol Q 1 37,0 
18 } 4. 855} 15 29,35 | 1,28 | 19,41] 304 | 408]0,75]) in der Minute) undlj 4. 1080} 0 | 37,0 
Respirationsvolu- 
men viel gréBer 
wegen d. Tracheal- 
irritation. Von 29° 
Einlauf nur 50 ccm 
pro Std. 
Versuchsperiode. 
0,9°, NaCl. 
5. VI. Nach 720 ge- 
| see mae 
| sche Flissigkeit in }5.  720| O | 37,5 
dem Darm. Ab- 
\ | scessus colli. Tu- 
mores mamma. 
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87,2 


37,8 


38,1 
38,4 


37,7 
37,4 
37,4 
37,2 
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um 8°/,. Einlauf von 0,9°/, NaCl. 50 bis 70 com pro Stunde. 
Harn fortwihrend 0. Der Stoffwechsel sinkt ca. 2,5°/, im Durch- 
schnitt von 8 Stunden. GleichmaBige Zunahme von ca. -- 6,5°/, 
auf ca. +-4,5°/,. Es liegen indessen bei diesem Versuch so 
viele UnregelmaBigkeiten vor (siehe die Anmerkungen bei der 
Tabelle), daB der Versuch am besten ausscheidet. 


Versuch XII. 

a) Kein Einlauf. — Einlauf von 0,9°/, NaCl. 45 ccm pro 
Stunde. Keine Steigerung. 

b) Urethan (siehe Versuchsreihe A). 

c) Am niachsten Tag. Fortwahrend Einlauf von 0,9°/, NaCl. 
40 com pro Stunde. Kein Einlauf. Die Sauerstoffaufnahme 
nimmt um 1°/, ab. 

d) Wieder 0,9°/, NaCl. 95 ccm pro Stunde. Die Sauer- 
stoffaufnahme sinkt um 1°). 

e) 3. Tag. Kein Einlauf. 0,9°/, NaCl. 45 ccm pro Stunde. 
Vor der Einspritzung Unterbindung der Uretere. Die Sauerstoff- 
aufnahme sinkt um 1 °/). 

Wahrend des Versuches in der Nachperiode wird die Respi- 
ration plétzlich langsam, und das Kaninchen verendet, indem 
es ‘an einem Schleimpfropfen in der Trachea erstickt. (Ta- 
belle XII siehe 8S. 274.) 

Die Versuchsreihe C zeigt, daB die plétzliche Injektion 
einer dem Blut isotonischen Lésung (0,9°/,ige NaCl-Lésung) den 
Stoffwechsel sogar bedeutend emportreiben kann (13 bis 19°, 
Versuch [Xa), er kann aber auch vollstandig normal (und kon- 
stant) bleiben, sogar bei einer Infusion einer so groBen Menge 
wie 95 ccm pro Stunde (Versuch XII a, c, d und e). 

Welche Rolle die Harnsekretion dabei spielt, ist nicht klar. 
Die Unterbindung der Ureteren hat kein deutliches Resultat er- 
geben. Wahrscheinlich kénnen groBe Mengen von Fliissigkeit durch 
die Darmwand (die Lungen und Haut) ausgeschieden werden. 

Dem Kaninchen Nr. 25 (Versuch XI) wurden in 9 Stunden 
ca. 500 cem 0,9°/,ige NaCl-Lésung eingespritzt, ohne da8 sich ein 
Tropfen Harn noch eine wesentliche Steigerung des Stoff- 
wechsels einstellte. Im Laufe der Nacht wurden noch 500 ccm 
eingespritzt (noch immer ohne Harnsekretion). Die Sektion er- 


gab einen mit seréser, ein wenig himorrhagischer Fliissigkeit 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 18 





LER AERA SA A Ada Se RO het 


aes 


ee ee 





274 


gefiillten Darm und serése Hohlraume. 


Niere in betreff der Fliissigkeitsausscheidung ubernommen. 


J. U. Raeder: 


Hier hatte der Darm 
die Rolle der aus irgendeinem Grunde nicht funktionierenden 


Etwas Ahnliches war der Fall mit dem Kaninchen Nr. 19 






































(Versuch VII). 
Tabelle XII. 
Nummer des Versuchstieres: 27. Kérpergewicht 2600 g. 
fer all Exspira- duslert) CO,| Bemerkungen — = 
Nr.| Beginn (Liter in| ‘ionsluft Jpro ke und} ——*| 9, VI. 119° Urethan (65 g) é 
iter in Stunde | O, s Saleh & 
in. | 15 Min.) | CO, %| 4% | COs | Os +h Zeit |com} °C 
a) ey ~ 
1} 9. 11,80 | 2,06 | 18,47] 345 | 488 |0,78 
2] 9. 12,28 | 1,87 | 18,62] 324 | 430|0,75|t—teution. ave, 2 2135. 
3] 9. 13,19 | 1,83 | 18,68] 342 | 451 10,76 | Olss9 
500 apiece von | 
4] 9. 14,82 | 1,71 | 118 .98] 359 | 433 ]0,83]) | 0.9% Nacl. 

5] 9. 15,00 | 1,59 | 19,03 338 | 432 0,78] 79s Sea > OOM ie et e.. 
64 9. 14,59 | 1,62 |18,95] 385 | 441 /0,76|J von 620 bie 81s | ; 
, | | 80 cem pro Std.) 

b) | 
7] 9. 16,38 | 1,47 | 19,13] 389 | 447 0,76/) 9. 815) 80] a9 
8} 9. 16,58 | 1,53 | 19,18] 348 | 448 10,78) |g5.cem, Pra Sta J] 9. 900) 5} a9'9 
9] 9. 16,13 | 1,49 |19,12] 338 442 10,76 | oubsutan. 9. 1000! 25] 9’ 
10] 9. 16,60 | 1,52 19,11 355 | 455 {0,78 9. 1190} 40} 96’ 
c) 10.VI. 40cem prostd. 10. 745) 180 36,2 
| wihrend der Nacht. 10. 1015 20 
11/10. 15,46 | 1,54 | 19,02] 488 | 452 0,75 10. 1118} 80] 20% 
12 ]10. 15,61 | 1,56 |19,05] 345 | 447 {0,77 | }48,cem Pro Sta. 980] 60) 2° 
18 }10. 15,65 | 1,53 | 19,04] 340 | 453 ]0,75 10. 36,0 
10. 110) 40 36,0 
14]10. 15,70 | 1,54 | 19,05] 843 | 450 |0,76 10. 210 30} a9 
15 {10. 16,01 | 1,54 | 19,09] 349 | 446 10,78] }~ Injektiou. 10. 410/80} 36° 
16 |10. 15,68 | 1,50 |19,08] 333 | 441 0,76 10. 600} 15] 9’ 
d | | 622 Injektion von 
) 0,9 °|, NaCl. 
17}10. 15,33 | 1,54 | 19,02] 326 | 446 |0,75])95 ccm pro Sta. . 
18 |10. 15,17 | 1,55 |19,04] 338 | 435 10,76 a9 Katy 8 cen{{!? 790 401 35,4 
19 }10. 15,21 | 1,52 | 19,03] 327 | 441 10,741) "pro 10. 80) 70/353 
e) god . Tajoktion. 
20 |11. 12,00 | 1,87 |18,62| 315 | 417|0,76)\-- tnjextion ee ane 
21 jill. 11,81 | 1,86 | 18,64] 308 | 405 | 0,76 uid Gertenuneestte: cee ; “7 
221. 11,29 | 1,96 |18,46] 810) 421 J0,74 Ijetion von 0.9%(I11, 1280) | gs 3 
: if 1,86 | 18,61] 300 | 402 |0,75 11. 130 Qh. 
24 |11. 11,21 | 1:84 |18,59] 290 | 397 |0,73 e- Hacl, 45 cem Tee ee 
oo 
| 
25 |11. 9,24 | 2,18 |18,82| 271 | 362 |0,75 prin ite a 8s! 
ten Zeit des Ver- |!1- * 85,1 
suches und das Tier 
stirbt 622. | 
Sektion: Die Tra- 
chealkaniile von | 
Schleim verstopft, | 
sonst nichts zu be- 
merken. 
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R | Temp. | 
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35,8 


35,5 


36,0 
36,2 
36,2 
36,2 
36,2 
36,2 
36,0 
36,0 
36,0 
36,0 
36,0 
35,8 


35,4 


35,0 
853 
35,4 
35,3 
$53 


35.1 


35,1 
35,1 
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Die Resultate der Einspritzung von 9°/ iger NaCl-Lésung (die 


Versuche IXb und X) stimmen iiberein mit den Versuchen der 
Reihe B und weisen nur, wie zu erwarten war, starkere _,,Gift- 
wirkung“ auf, so daB die Sauerstoffaufnahme unter den normalen 
Standpunkt hinabsinkt und hier spiter nicht wieder ansteigt. 


Die namliche Wirkung in Versuch XVIII (siehe da), wo 


das Kaninchen verendet. 


Versuchsreihe D (Versuche XIII bis XVI). 


Versuch XIII. 


Einlauf von 0,9°/, NaCl. 50 cem pro Stunde. ®/,-HCI. 


~ 5,59, 


Versuchsreihe D. 


Sofort eine kleine Steigerung (3°/,), danach sinkt die Sauer- 
stoffaufnahme stark: 18°/,, im Durchschnitt 


In der 


Nummer des Versuchstieres: 30. K6érpergewicht 2400 g. 


Nachperiode befindet sich der Stoffwechsel fortwaihrend auf dem 
durch die Saurevergiftung geschaffenen niedrigen Niveau (—17°/,). 


Tabelle XIII. 








bs 





noe 


Rica an 


> om CO 


ca-+) 


550] 








5 
3 
3 
A 
Min. 


15 
15 


15 
15 





eee 











Atem- Exspira- 
volumen tionaiuft 
(Liter in 
15 Min.) |co,%/,| 0,°/ 

9,53 | 2,62 |17,69 
9.09 | 2.74 |17,46 

10,48 | 2,72 17,84 

11,35 | 2,54 |18,04 

11,18 | 2,81 |18,40 

13,26 | 1,74 !18,97 

13,33 | 1,59 | 18,98 

12,14 | 1,78 | 18,75 

10,18 | 1,90 | 18,54 

| 








1. Sanguis -- Albumen. 





com (re- 
duziert) 


pro kg und 


Stunde 


CO,| 0, 


374 494 
374/505 


423 | 509 
432/515 
387 | 442 
347/411 


317 | 420 
326 | 428 
292/394 


0,76 
0,74 


0,84 
0,84 
0,87 
0,84 


0,75 
0.74 








Bemerkungen 
22.VL. 622 Injektion 
von 0,9°/, NaCl, 
ca. 40 ccm pro Stunde 


23. VL. Einlauf: 
50 ccm pro Std, 


\ wahrend der Nacht. 


Vorversuch. 
(0,9 °/, NaCl, 50 ccm 
pro Std.) 


Versuchsperiode. 
Von 122° bis 23° In- 

jektion von"/,-HCl 

(°/;-HCI + 0,9 °/, 


4a). 
127 com = ca. 60 com 
pro Std. 


Nach 3 Uhr wird der 
Harn leicht rosa 
gefirbt von Oxy- 
hamoglobin (spek- 
troskopisch. Unter- 
suchung) + Albu- 
min (Heller, Koch- 
probe). Das Kanin- 


Nachperiode. 
0,9°/, NaCl, ca. 60 
ecm pro Std. 
615 — Inje\tica. 
1022 Respiration, 
Puls und Schiaf 
natiirlich. 
Gestorben i. d. Nacht. 


chen schiait gut. 
( 


18* 

















Bs 
Harn =| 

Co 

a 

Zeit ccm} °C 
22. V1. 830! 60] 35,8 
22. 1130] 190] 37,0 
23. 720/805} 37,1 
23. 1015) 80] 36,7 
23. 1130 50} 37,0 
23. 1210| 35/37,1 
23. 1101 50]37,3 
23. 210) 50/37,0 

! 

23. 3401799 36,9 
23. 440) 75137,0 
23. 545) 721 36,6 
23. 6385) 56] 36,8 


Acabanet rite emenpaeettiens nies ong 
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J. C. Raeder: 


Versuch XIV. 
Einlauf von 0,9°/, NaCl. 47 com pro Stunde. "/,-Citronen- 
siure. Erst eine Steigerung von 4,5°/, im Maximum, zuletzt ein 
Fall von 3°/,, Durchschnitt + 1,5°/,. Zu Anfang der Nachperiode 
wieder eine Steigerung der Sauerstoffaufnahme (-+ 4°/,), danach 
gleichmaBige Abnahme (durchschnittlich —— 2°/, der Vorperiode). 


Tabelle XIV. 
Nummer des Versuchstieres: 31. Kérpergewicht 2900 g. 
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11 









































a) Einlauf von 0,9°/, NaCl. 50 ccm pro Stunde. ®/,-Citronen- 
siure. Fortwahrende gleichmaiBige Abnahme bis auf 9°/,, durch- 
schnittlich —— 5,5°/,. Die O,-Aufnahme steigert sich dann wieder 
in der Nachperiode und ist konstant, erreicht fast den normalen 
Standpunkt (2°/, niedriger). 
b) Am niachsten Tag fortwahrend 0,9°/, NaCl, Stoffwechsel 
konstant. ®/;-NaOH, verendet ca. */, Stunde danach. 





E 5 | Atem- aa bi 4 Ss Bemerkungen e 
Beginn @ |volumen pre tm etn oe COx} 95, vi. 500 Injektion Harn g 
: Q | (Liter in Stunde | QO, von 0,9% NaCl. ; & 
a Min.} 15 Min.) CO,%y| Os% } 05 0; 47 ccm pro Std. Zeit ecm} ° 
_———- —— —— YF — j -—— 
25.VI. 900} 30] 38,1 
26.VI.1140] 15 | 12,29 | 2,15 | 18,18 330 | 454 0,73 ke . 26. 715) 310 38,8 
26. 1200 15 | 12,47 | 2.21 | 18,17] 344 | 461 10,75] bo.go, Noch gy cemy[26- 1080, 120} 38,5 
26. 1224) 15 | 12,11 | 2,19 | 18,12] 331 458 ]0,72]) pro sta.) 26. 1180, 45) 38,5 
26. 1230) 30] 38,3 
| . Venere 
26. 1256) 15 | 16,66 | 1,98 | 18,78] 412 | 468 0,88} Vo" 12 ees . 
26. 19] 15 | 22,87 | 1,51 | 19,30] 424 | 478 ]0,89]| tronensaare c20 e{|oo, ag 15 379 
26. 155] 15 | 21,75 | 1,85 | 19,31] 367 | 473 |0,78 Cette. oe ; vt 
,9°/, NaCl). | 
26. 284 15 | 20,28 | 1,42 19,29] 359 | 444]0,81]),,080 Nach, | | 
pro Std. 
| 26. 380 301374 
26. 840] 15 | 14,11 | 1,93 | 18,44] 341 | 476 |0,72 s 26. ro 55] 37,7 
26. 440) 15 | 12,28 | 2,14 | 18,20] 330 | 453 10,73} lg go, Weer ts coms |26- 545) 60) 37. 
26. 540] 15 | 11,65 | 2,12 |18,17] 309 | 436 ]0,71][ ‘pro sta, ° 26. 900) 140 37,8 
26. 945] 15 | 11,28 | 2,15 | 18,18] 305 | 421 | 0,72 26. 1000) 35) 37,7 
1032 Das Kaninchenj26, 1130) 36,8 
wird aus dem Versuch 27 R00! 35.2 
genommen. * | Ny 
Die Kaniilen der Blase|28. 700) 35,5 
| und Vene_ werden/28. 930) 36.0 
| / re, 867 «96,0 
keine Sovepungeal 29. 730) 7,1 
Wird getdtet. 30. 700! 37,1 
30. 200) 36,2 
Versuch XV. 
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Tabelle XV. 


Nummer des Versuchstieres: 32. Kérpergewicht 2150 g. 


















































o Rae 5 | stem py i A st 
es & xspira- duziert) emerkungen 
: ‘ 5 |volumen] ;. ie) a ; Harn = 
Nr.| Beginn A | iter in tionsluft ag ony 3. on bn a & 
__ Min. POM] CO,%| Or [OO] % | | oem vt Std Zeit _jcemj °C 
a) | | 1. VIL. Injektion waih- ‘wan ~. oe 
; } rend der Nacht, nur . ‘ v, 
- 1 Iver. 200] 15 | 6,88 | 2,90 | 17,20] 326 | 450}0,73}) 20 ccm. pro ‘Std.|1}, VII, 700 x0] 36,4 
| QTL. 280-15 | 6,85 | 2,89 | 17,22] 334 | 459]0,73]) Von sore andocemyi; = 1940 10] 36,7 
— ; 63h. 255) 15 | 6,98 | 2,81 | 17,27) 330 | 463] 0,71 ag 1. 1200 5)36,7 
é (0,9, Rect 40 cem}]], 130 10] 36,6 
| Pro Std.) 1 300 191 86,6 
; Versuchsperiode. : 
a 4 |i. 38] 15 | 11,45 | 2,81 18,64] 445 | 451]0,99}y Von 31° bis 590 In- 
_— mie 400} 15 | 11,62 | 2,25 | 18,73] 440 | 438 }1,01]| dektion von 8 lh (11. 400 10] 36,5 
Ts81 6 |t. 425) 15 | 11,68 | 2,19 | 18,81] 430 | 423 | 1,02 trasenatare 6.8 of 500 20] 36,0 
| 38° 71. 445]: 15 | 11,63 | 2,06 |18,86] 402 | 415]0,97]) 0.9%, Nach) 
7 38's 3 yo ca. 55 com 
06 5+ ™ = | 5 . 
1 38.3 i 8 U1. 555] 15 7,01 | 2,70 | 17,44] 318 | 442 |0,72 Nachperiode. —¢}1. 600 20] 35,8 
383 jm Of. 813] 15 | 7,11 | 2,85 |17,38] 342 | 454 10,75 foo acca 55cm ais 201360 
4 ro Std. . cf ’ 
: b) | | 900 2g Urethan sub- 
4 | } cutan 6 . ‘ 
| 99 ‘ 2. 1280 15 | 4,841 3,49 16,21] 281 | 411] 0,68]), y, , 2. 64 2 1 35,4 
379 | @ 10 1280) 1 49 | 16, 681) 0. vit. Injektion wih- 7 
1373 f 2 11 1259) 15 | 5,12] 826 16,45] 278 | 413 }0.67]*" rena Mier Nacht |e: (1085 ?_-| 35,4 
| PU 15 | 5,88 | 3,12 [16,74] 280 | 409 J0,08)), 37 em pro Sed. | 21208 35) 8.8 
"pro Std. “a 
} 185 Injektion von ®|,- 
‘a . act 
137.4 ’ NaOH (4 = > 0,68). 
; 377 Kurz nach der —_ 
37,7 j tion wird di i- 
)} 37,7 ; catiun emenenieetied 
1.37.8 ungefahr 5 Minuten. 
lane : Danach immer lang- 
5} 37,7 samer und das Tier 
368 | : stirbt ca. 20°. Hat im 
36, i ganzen ca. 15 com 
35,2 : | NaOH in 25 Minuten 
35,5 4 bekommen. 
. % 
36,0 7 
36,0 5 
<p j Versuch XVI. 
‘y § 
36,2 | @ a) Einlauf von 0,9°/, NaCl. 55cem pro Stunde. ®), (= 5°/,) 


Na,CO,. Der Stoffwechsel steigert sich um 5°), (stark vermehrte 
Diurese), halt sich wahrend der Versuche (2 Stunden) konstant. 
Weiteres Steigen in der Nachperiode (12°/,). 

j b) 8/,-NaOH starker Fall: 20,5°/,. Beim Nachversuch, 
21/, Stunden spiter, ist der Stoffwechsel wieder gestiegen und 
hat zufalligerweise eben dieselbe Hohe erreicht wie bei der ersten 
Versuchsperiode. 
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Tabelle XVI. 
Nummer des Versuchstieres: 34. Kérpergewicht 3200 g. 
§ | atm-| prspirs | TS | | Bemerkungen | é 
- | duziert 
Nr.| Beginn 3 volumes re yookg ond CO, 6, VII. 632 Injektion Harn g 
, Q [Liter in Stunde ; von 0,9°/, NaCl & 
7 Min. | 15 Min.) CO, %o| Og%o | COg| Oo ca. 23cem pro Std. ; Zeit com| °C 
3s A ake a OT ak 1 VIL Bintut_wan-([6.VIE. 1008) —c1 35,3 
} | Nacht. t 
{ [7.VIE. 12:5] 15 | 8,26 | 2,61 /17,44] 242 | 350]0,69}) Sscem'pro Sta. J/y onl Seed Sot 
2 f7. 1240) 15 | 10,02 | 2,28 18,08] 257 | 344 10,75 Vorversuch. ~ boned 
: , ; ° 0,9°, NaCl, 55 cem i. 1140) 45) 35,3 
"pro Std." 7. 1240) 40) 35,3 
3 7. 115] 15 | 7,79] 2,20 17,21] 192 | 365 ]0,53})_ Versuchsperiode. | * 
47. 140-15 | 8,89 | 1,89 |17,61] 178 | 354 ]0,50][% 9m 10m bis 26 In-gi7, 145) 150} 35,2 
5 |7. 201 15 | 9,02 | 2,03 |17,66| 206 | 37010,56]/f Na,co,— 5%, 74? 245] 150) 35,2 
6 17. 227) 15 | 10,90 | 1,88 | 18,18] 183 | 371 ]0,49}) 100 com = 57 ecm 
| ' pro Std. 
7 7. 445] 15 | 10,44 | 2,43 | 17,88] 285 | 384 0,74 yeentvermch). {2 450) 35) 35,9 
8 17. 552] 15 | 10,87 | 2,35 | 17,93] 287 | 398 10,73] (0.9%), NaCl, ca. 55cem 7 600 20) 36,1 
} pro Std.) i 
b) Einlauf von *),-NaOH | 
10 bi 00 In A 
9 17. 630] 15 | 10,37 | 1,77 |18,51] 206 | 308]0,67| So'eem "= ‘co com |? 650, 51 36,0 
| 32 Harn bluti 
} 632 Harn blutig. 
10 7. 9031 15 | 9,14 | 2,52 |17,74] 259 | 35110,74] 0,9°/,Nacl,ca.cocem {7 905 35) 35,9 
pro Std + 
922 —- Injektion. San- 
| 8. VIL. gestorben um guis 
| 6 Uhr morgens. 
| Sektion: nichts Beson- 
deres. 


























Man sieht daraus, da schwiachere Konzentrationen oder 


weniger dissoziierte Lésungen von Séuren vielleicht erst eine 
Steigerung des Stoffwechsels (Versuche XIII und XIV) bewirken. 
Die Sauerstoffaufnahme sinkt aber bald gleichmaBig (Versuche 
XIII, XIV und XVa). In der Nachperiode, 1 bis 2 Stunden 
nach der Injektion, kann sie dann wieder bis zum normalen 
Standpunkt ansteigen (Versuche XIV und XVa). 


Na,CO, erhodht den Stoffwechsel (gesteigerte Diurese!); es 


trat waihrend des 2 Stunden langen Versuches kein Abfall ein, 
und der Stoffwechsel nahm in der Nachperiode noch mehr zu 
(Versuch XVIa). Niedrige Diurese. 


Inwiefern diese Steigerung bei der Eingabe von Sauren die 


yeigentliche Saéurewirkung“, oder nur die Wirkung der augen- 
blicklichen Reizung ist, oder ob die verdiinnten Sauren tat- 
sichlich den Stoffwechsel herabsetzen, laBt sich aus diesen 


Versuchen nicht entscheiden. 
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Die fiir Saéuren und Alkalien charakteristische Veranderung 
des respiratorischen Quotienten sieht man sehr deutlich. Stark 
dissoziierte oder starkere Konzentrationen von sowohl Sauren 
als Basen verursachen deutlich genug so eingreifende Verande- 
rungen im Organismus des Kaninchens (Himolyse usw. Ver- 
suche XIII, XVb und XVIb), daB die Sauerstoffaufnahme 
schnell und stark sinkt, wenn das Kaninchen dann nicht sofort 
stirbt (XV b). 

Diese letzteren Wirkungen von Sauren und Alkalien 
stimmen ganz iiberein mit Leimdérfers Resultaten (diese 
Zeitschr. 59, 451: Uber den EinfluB der intravenésen Infusion 
von Sauren, alkalischen und Neutralsalz-Lésungen auf den 
respiratorischen Gaswechsel). Daraus scheint es mir aber 
nicht berechtigt, zu schlieBen, daB die Einspritzung von 
Sauren und Alkalien den Stoffwechsel herabsetzt. Betrachtet 
man namlich die Wirkung, welche diese starken Lésungen 
in meinen Versuchen auf die Kaninchen haben (Hamolyse), so 
kann man daraus nur schlieBen, daB diese Lésungen zu den 
Versuchen nicht brauchbar sind. DaB die Sauerstoffaufnahme 
bei Injektion von Stoffen sinkt, die Hamolyse (und sicher- 
lich viele andere eingreifende Verinderungen) hervorrufen, 
ist allerdings richtig, aber recht selbstverstindlich und ohne 
Interesse. 

Wahrend der Injektion konnte Leimdé6rfer _,,6fters 
Zuckungen in verschiedenen Muskelgebieten beobachten“, und 
ferner schreibt er: ,,Blutzirkulation und Atmung schienen zu- 
meist intakt zu sein, nur nach Zufuhr von gréBeren Mengen 
der héher konzentrierten Lésungen wurde die Atmung ober- 
flichlicher, kleiner, setzte manchmal fiir Augenblicke gianzlich 
aus, dabei war der Cornealreflex erloschen. Wurde die Infusion 
jetzt abgestellt, erholte sich das Tier rasch, atmete wieder, bald 
auch in normalem AusmaBe, der Cornealreflex war wieder aus- 
zulésen.“ Bei diesem Zustand des Tieres hat L. ja sicherlich 
keine Respirationsproben entnommen; dies hatte ihn jedoch 
darauf aufmerksam machen kénnen, daB die schroffen Abfille 
der Sauerstoffaufnahme seiner Versuche (bei sauren Lésungen 
Versuch 2 ca. —~-40°/,, Nr. 3 -:-22°/,; Nr. 4 ——26°,, Nr. 6 

25°/,, Nr.8 --10°/,; bei Alkalien Nr. 10 --- 37°/,, Nr. 14 
53°/, [19,41 com bis 9,48 com O,], Nr. 7 ——20°/,, Nr. 18 
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~~ 20°/,, Nr.19 —-10°/,, Nr.21 —-10°/,), agonale Erscheinungen 
sein kénnten.') 

Leimdorfers iibrige Versuche weisen so inkonstante Re- 
sultate auf, daB daraus nichts Sichereres zu folgern ist, umso- 
weniger als er nur einen Vorversuch angestellt hat und somit 
nicht mit Sicherheit wissen kann, ob der Stoffwechsel eines jeden 
einzelnen Kaninchens im voraus konstant war. 

In den Versuchen: saure Lésungen Nr. 1 und 7, alkalische 
Loésungen Nr. 11, 12, 16, 20 und Anfang von 21 Steigerung des 
Stoffwechsels. Dies deutet Leimdérfer als eine Folge der 
Muskelzuckungen. Dies ist méglich, ja wahrscheinlich, es kénnte 
darin jedoch auch die eigentliche Wirkung von Séuren und 
Alkalien verborgen liegen (vergleiche meine Versuche), bevor sie 
die heftige Vergiftung hervorriefen. 

Wie lange die Tiere nach den Versuchen lebten, ist nicht 
angegeben, auch finden sich keine Mitteilungen vom Harn, der 
Urethannarkose (die ja nicht hinreichend tief war) und der 
Temperatur (die Tiere waren nicht im Thermostaten, sondern 
gut mit Watte zugedeckt). 

Da die Temperatur meiner Versuchstiere nach der Urethan- 
einspritzung (trotz der Verdeckung mit Watte) wahrend der 
Stunde vor Eintritt der Narkose und Vollendung der Operation 
meist um ein paar Grad sank und erst nach ein paar Stunden 
Aufenthalt im Thermostaten wieder bis zur natiirlichen Hohe 
stieg, diirfte eine Messung der Temperatur wahrend der Versuche 
keineswegs iiberfliissig sein. 

Neuere Versuche mit intravendser Infusion von NaCl-Lé- 
sungen*) sind angestellt worden von Tang] (diese Zeitschr. 
84, 1: Die Arbeit der Nieren und die spezifisch dyn. Wirkung 
der Nahrstoffe), Verzar (diese Zeitschr. 34, 41: Die Wirkung 


1) Chvostek (Centralbl. f. klin. Med. 1898, 329: Der oxydative Stoff- 
wechsel bei Siureintoxikation) fand bei Eingabe von Sauren per os an 
Kaninchen einen sehr niedrigen Stoffwechsel — namentlich wenn er 
»kurze Zeit vor Eintritt des Todes zu untersuchen Gelegenheit hatte‘, 
und die Temperatur des Tieres bis auf 32,7° gesunken war. Alle seine 
Versuchstiere befanden sich deutlich in der Agonie. 

*) Versuche mit NaCl-Lésungen im Ventrikel sind angestellt worden 
von Mering und N. Zuntz (Arch. f. d. ges. Physiol. 15, 634, 1877) und 
und Stech (N. Zuntz: Verdauungsarbeit und spez. dyn. Wirkung der 
Nahrungsmittel, Med. Klinik 1910, S. 309 und 351). M. und Z.s Versuche 











Sg nai 


Bevin So 
AIRE te kd 





Wirkung der intravenésen Infusion auf den respirat. Stoffwechsel. 281 


intravendser Kochsalzinfusionen auf den respiratorischen Gas- 
wechsel) und von Leimdérfer. 

Leimdorfer hat 3 Versuche mit urethanisierten Kaninchen 
angestellt. Er findet: Versuch 22 (2500 g) bei Einspritzung 
von 28 ccm 4°/, NaCl sinkt die O,-Aufnahme um 7°/, (1. Stunde), 
bei fernerer Einspritzung von 43 ccm steigt die O,-Aufnahme 
ein wenig (2. Stunde), um sodann (5 bis 6 Stunden spiter) bei 
Infusion von 79 ccm bis zur Halfte vom urspriinglichen Werte 
zu sinken (—~ 55°/,). 

Versuch 23 (2300 g) weist einen Abfall von 33°), wahrend 
der ersten Stunden bei Infusion von 64 cem 4°/, NaC! auf, 
(keine Harnsekretion wahrend des Versuches). 

Versuch 24 (3100 g): Im Laufe von 1'/, Stunden keine 
Wirkung von 45 -+-25 cem 4°/, NaCl. 

Da die Technik und die Aufschliisse dieselben sind wie in 
den Versuchen mit sauren und alkalischen Lésungen, verlieren 
die Resultate bedeutend an Wert, und die Stoffwechselsteigerung, 
die Tangls, Verzars und meine Versuche aufweisen, kommen 
vielleicht aus dem Grunde nicht zum Vorschein. 

Tangl hat in seinen mit vorziiglicher Technik ausgefiihrten 
Versuchen an curarisierten Hunden, deren Nieren er exstirpierte, 
bei Einspritzung von 5°/, NaCl eine bedeutende Steigerung der 
Sauerstoffaufnahme erzielt: 

Versuch XIV. 4600 g. Einspritzung von 115 cem 5°/, NaCl, 
in 50 Minuten. Die Sauerstoffaufnahme steigt im Maximum 39°/,. 

Versuch XV. 5800 g. 45 ccm in 50 Minuten. Steigerung 
im Maximum 15°). 

Versuch XVI. 5400 g. 135 ccm in 32 Minuten. Steigerung 
im Maximum 23°),. 

Daraus schlieBt Tangl, daB NaCl, auch ohne die Nieren- 
arbeit zu vermehren, den Stoffwechsel emportreiben kann. 

DaB dies hauptsichlich durch die gesteigerte Herzarbeit 
verursacht sein sollte, leugnet er auf Grund seiner Versuche mit 
Harnstoff, der auch bei Eingabe in den Ventrikel eine wenn 


(von 1877) weisen Steigerung der O,-Aufnahme auf, sind aber der da- 
maligen Versuchstechnik wegen nicht anstandslos. Stechs Versuche an 
Menschen und Hunden ohne Narkose weisen gleichfalls bei Eingabe per 
os Steigerung der O,-Aufnahme auf. Nach einem Versuche von Lusk 
Journ. of phys. Chem. 18, 37) war NaCl ohne Einflu8 auf den Stoffwechsel. 








TOS Gavhar on eu ERAS 





ASIN Das Sy 





282 J. C. Raeder: 


auch bedeutend geringere Steigerung des Stoffwechsels bewirkt 
(in 2 Versuchen XVII und XII -+ 5,6°, und + 3,8°/, gegen 
-- 34°/, und -+ 8,3°/,, in 2 anderen Versuchen XIII und VIII 
bei intravenéser Injektion). Dieser Unterschied bei Eingabe 
per os (wo noch Darmbewegung und Resorption dazu kommen) 
scheint mir aber so groB zu sein, daB die starke und plotzlich 
vermehrte Herzarbeit ihn wohl zu erkliren vermag. 

Geht man davon aus, daB NaCl sich wie der Harnstoff 
verhalt, was auch am wahrscheinlichsten ist (siehe meinen Ver- 
such mit Harnstoff Tabelle XVII), so kann man sich wohl die ver- 
mehrte Herzarbeit') als Hauptursache der Stoffwechselsteigerung 
denken, so daB die NaCl-Wirkung sehr gering wird. 


Tabelle XVIL. 
Harnstoffversuch. 
Nummer des Versuchstieres: 9. K6rpergewicht 3700 g. 

















"i fen | % ‘ ccm (re- 
= a B rommen| Exspire: | duster 100.) ‘ietn uae | Ham 
Nr. i tionsluft | pro kg und | ~~' . ILL. Einlau 
ogean Q [iter in Stunde | 6, | von 0,9°/, NaCl; 
Min. }20 Min.) co, “| Oz "lo | COz | Or ca, 60 pro Std. Zeit 














11 
12 


13 
14 





| ak 18, III. 2. Versuchstag. 


oe 
18. IIT. 140] 20 | 12,89 | 2,84 17,32] 265 360 | 0,74 \ Vorversuch. 18. III. 990 400 
2 


210] 20 | 12,42 | 2,91 '17,18] 261 361 |0,72]/0,9°7, NaCl, 60 com\}18. 280) 200 
pro Std. 


Versuchsperiode. 


6 ‘ 6 | é Von 245 bis 435 In- 
330] 20 | 12,72 | 2,94 17,25] 270 362 Radi, Tad 


0,75 
415] 20 | 12,64 | 2,99 17,18 273 | 368 | 0,75 (1,15 g Urt+0,35 g 18. 500 100 
| NaCl, -}+- 100Wasser). 























Es eriibrigen noch Verz4rs Versuche. Mit derselben Technik 
wie Tang] untersucht er den respiratorischen Stoffwechsel bei 
curarisierten Hunden wabrend der Infusion von NaCl-Lésung. 
Bei 3 Versuchen mit 0,75 NaCl bekommt er: 


Versuch IV 22°), Steigerung (150 ccm in 41 Minuten, 7267 g) 
” V 9°), ” (1450 » » 44 ” , 4100 g) 
” VI a, ” (186 » » 66 »  , 6600 g) 


Leider hat Verz4r in den beiden ersten Versuchen vor der 
Infusion die Hunde zur Ader gelassen (um das GefaiSsystem 
nicht su iiberfiillen) und ihnen so bedeutende Mengen von Blut 
entnommen (in Versuch IV 80 ccm = '/, bis’*/, der gesamten 


1) Der Blutdruck braucht dabei nicht héher zu sein als er normal 
ist. Tigerstedt: Der arterielle Blutdruck. Ergebnisse der Phys. 6, 125. 
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Blutmenge und Versuch V 65 ccm = */, bis *), der gesamten 
Blutmenge), daB man sicherlich nicht annehmen kann, daB der 
Stoffwechsel des Tieres gleich darauf normal gewesen sein sollte. 
Werden die beiden Versuche (die iibrigens ahnliche Resultate 
aufweisen wie mein Versuch [Xa) ausgeschaltet, so haben wir 
Verzars Versuch VI iibrig, der mit meinen Versuchen XIla, c, 
d und e iibereinstimmt, und in Ubereinstimmung mit meinem 
Versuch [Xa einen Versuch von Verzar Versuch I, wo er an 
einem Hunde von 2100 g 177 ccm 1°/, NaCl-Lésung in 
50 Minuten injiziert und eine Steigerung der Sauerstoffaufnahme 
von 22,5°/, erhilt. 

SchlieBlich haben wir 2 Versuche von Verzar mit Infusion 
von 5°/, und 10°), NaCl-Lésung. 

Versuch II. 5200 g. Infusion von 130 ccm 5°/, NaCl in 
55 Minuten (== 1,26 g pro Kilogramm, 0,0227 pro Kilogramm 
und Minute). Steigerung von 43°/,. Sehr reichliche Diurese. 

Versuch III. 5650 g. 140 ccm 10°/, NaCl in 50 Minuten 
(= 2,48 g pro Kilogramm, 0,0469 pro Kilogramm und Minute). 
Steigerung von 129°/,. Die Sektion ergab serése, himorrhagische 
Fliissigkeiten im Darm, in den serdésen Hohlraumen und dem 
subcutanen Gewebe. 

So kolossale Steigerungen wie die beiden letzteren habe ich 
in keinem von meinen Versuchen erhalten, obgleich die injizierten 
NaCl-Mengen nicht so verschieden sind (in meinen Versuchen: 
VIb 0,025 g pro Kilogramm und Minute, VII 0,023 g pro Kilo- 
gramm und Minute, VIII 0,03 g pro Kilogramm und Minute, 
IX 0,025 g pro Kilogramm und Minute). Die Erklarung konnte 
vielleicht die sein, daB meine Versuche erst lange nach der Narkose 
und Operation angefangen wurden (in der Regel ca. 20 Stunden 
danach, nur bei Versuch IX, XI, XIII und XIV 4'/, bis 6 Stunden 
danach), zu welchem Zeitpunkt der Stoffwechsel wohl weniger 
labil ist als gleich nach der Narkose und Operation. 

Um dies zu untersuchen, stellte ich (Versuch XVIII) einen 
Versuch mit Injektion von 9°/, NaCl kurze Zeit nach der Narkose 
und Operation an. Der Versuch unterscheidet sich in keiner 
Beziehung von den friiheren Versuchen: Erst eine Steigerung 
des respiratorischen Stoffwechsels von 9,5°/,, sodann ein Abfall 
von 17,5°/, 65 Minuten nach Injektion (60 ccm 9°/, NaC)). 
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Tabelle XVIII. 
Nummer des Versuchstieres: 35. Kérpergewicht 2100 g. 

















ccm (re- 











he ° 
© | Atem- | Byspira- Bemerkungen = 
Ss xspira duziert) 1CO Harn é 
: @ fvolumenj] ,; 2 . 
Nr| Beginn Q [Liter in tionsluft ytd : O, Se Phat ma heme & 
Min. | 15 Min.) CO4%, | Og% | CO, | Of 1155, — Einlauf. Zeit ‘eem] °C 
= T ~ 
1 ]1.XIIL. 1230 15 | 7,44 | 2,60 | 17,58] 336 | 465] 0,72 
2 |i. 1280*15 | 7,62 | 2.59 117,60] 343 | 474]0,72]¢ . ,vorversuen. —¢|}-XIL. 120) 0 | 36,4 
| 3 ]1. 12) 15 | 8,00 | 2,42 |17,88] 336 | 454] 0,741) - 86,4 
4 fl 145] 15 | 9,42 | 2,41 |18,01] 394 | 509]0,77]) | Versuchsperiode. 1, 18] 2) 
5 | 205] 15 | 8,65 | 2,43 17,89] 365 | 488 0,75 von 9%, Neck yt: = 280) 50 186,93 
6 jl 2301 15 | 7,89 | 2,47 |18,10]317 | 38210831) 55 ccm pro Std. (1. 245/ 75 | 36,3 
* anges nach 
| ekt yon 84 
F \ 4 on aunes. 1. 315/110] 36,0 
Sektion: nichts Be- 
sonderes. 
































1) Diurese beginnt. 


In Verzars Versuch II kann die sehr gesteigerte Diurese 
etwas von der Steigerung verursacht haben (Barcroft und 
Brodie); wenn dazu noch die Wirkung kommt, welche die plétzlich 
injizierte Lésung haben kann, wird die NaCl-Wirkung bedeu- 
tend beschrankt. 

Die Steigerung von 129°/, in Verzars Versuch III kann ich 
nicht erklaren. 

Merkwiirdig ist es auch, daB der Stoffwechsel zu Ende 
der Stunde, die der Versuch III dauerte, nicht gesunken war, 
obgleich die Sektion beim Hunde so enorme Verinderungen 
aufwies. DaB Hunde sich anders verhalten sollten als Kaninchen, 
ist nicht wahrscheinlich. Naher liegt es anzunehmen, daB die 
Curarewirkung in Verzdrs Versuchen sich bei der intravendsen 
Infusion von NaCl, waihrend der die Ausscheidung etwas schneller 
vonstatten geht, etwas verlieren ‘kann. Ob und um wieviel 
der Stoffwechsel zunimmt, bevor die fibrillaren Zuckungen (welche 
die neue Injektion bedingen) sich zeigen, ist nicht nachgewiesen 
tf worden. 

j DaB der Stoffwechsel bei meinen urethanisierten Kaninchen 
»fester“ liegt, d.h. stabiler ist, zeigen alle meine Vorperioden, 
indem die gréBte Abweichung zwischen den einzelnen Versuchen 
der Vorperioden kleiner ist als 3°/, in allen Versuchen mit 
permanenter Infusion von 0,9°/, NaCl, namlich IIIa 3°), 
b 1%, Va 8°%,, b1°%,, VIa 2%, b 2°%,, VII 2°/,, VIII 1°%,, 
XIII 2°/,, XIV 1°/,, XVa 3°,, b1°/,, XVI 2°/, und XVII 0°, 
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In den Versuchen ohne permanente Injektion sind die Ab- 
weichungen ein paarmal etwas gréBer, nimlich [Xa 2°/,, b 1°, 
X< 4°/,, XIa 2°/,, b 8°/, (keine Harnsekretion ca. 40 Stunden), 
XIIa 5°/,, ¢ 1%, e 3°/,, XIII 1°,. 

Vergleichshalber fiihren wir die Abweichungen zwischen 
Verzars einzelnen Vorversuchen fiir sich an: Versuch I < 4°), 
II ca. 5°/,, ILI 3°/,, IV 14°), (wird dessen erster Vorversuch, der 
sich vielleicht wegen Analysefehler weit von den folgenden 
unterscheidet, ausgesondert, haben wir 2°/,), V< 5°/,. 

Von Tangls Vorversuchen kénnen diejenigen zum Vergleich 
herangezogen werden, die vor der Exstirpation der Nieren an- 
gestellt wurden, im ganzen 10 Versuche (1 bis 9 und 12); die 
maximalen Abweichungen der Vorversuche sind hier: Versuch 1 
ca. 7,5°/,, 2 ca. 9,5°/,, 3 ca. 4°/,, 4< 3%, 5< 3%, 6 ca. 4%, 
7< 1%, 8< 4%, 9< 4,59, und 12 ca. 5,5°,. 

Es ist deutlich, daB der Stoffwechsel wihrend der Urethan- 
narkose weit regelmaBiger und konstanter ist (namentlich bei 
der permanenten Infusion von 0,9°/, NaCl) als bei den curari- 
sierten Tieren, indem der maximale Ausschlag zwischen meinen 
Vorversuchen in 20 Fallen unter 3°/,, in den iibrigen 3 Fallen 
nur 4°/,, 5°/, und 8°/, betragt, wovon der letzte Versuch wegen 
ganz anomaler Verhiltnisse beim Kaninchen (siehe Versuch XI) 
auszuschalten ist. Durchschnittlich unter 2°/, Differenz (bei 
Abzug von Versuch XI). In Tangls und Verzars Versuchen 
betragt die Differenz nur in 4 von 15 Versuchen weniger als 3°/,, 
im Durchschnitt 4,5°/, (bei Abzug von Verzars Versuch IV, der, 
wenn er mitgerechnet wiirde, die Durchschnittszahl auf 5,5°/, 
erhéhen wiirde, s. o.). 

Noch eins deutet darauf, daB die urethanisierten Tiere 
wahrend der Versuche natiirlichere Verhaltnisse aufwiesen als 
die curarisierten, nimlich der Umstand, daB die Kohlensaure- 
ausscheidung bei ihnen ungefihr in demselben Verhiltnis zu- 
genommen und abgenommen hat wie die Sauerstoffaufnahme, 
so da der respiratorische Quotient sozusagen unverdndert 
ist (auBer in 2 Versuchen mit 9°), NaCl: VIII Steigerung von 
CO,/0, ohne besondere VergréBerung des Respirationsvolumens 
und X Abfall von CO,/O,), wahrend er in allen Versuchen bei 
Tangl und Verzar (mit Ausnahme von V.s Versuch V) wih- 
rend der NaCl-Infusion sank, was, wie Tang] und Verzar 
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bemerken, auf qualitative Veranderungen des Stoffwechsels deuten 
kénnte. 

In meinen beiden Versuchen VIII und X, wo ich einen 
veranderten respiratorischen Quotienten vorfand, sank die Tem- 
peratur wahrend der Infusion von 9°/, NaCl */, bis 1°, was 
vielleicht ein Zeichen von ,,Giftwirkung* ist. Die Diurese war 
in Versuch VIII stark gesteigert. (In Versuch X Unterbindung 
der Uretere.) Eine Temperatursteigerung, wie sie Verzar in 
den Versuchen II und III nachweist — iibrigens eine hiufig 
beobachtete NaCl-Wirkung (,,Kochsalzfieber“) —, hat sich mir 
nicht ergeben. Dagegen habe ich oft Glucosurie (auch eine 
haufige NaCl-Wirkung') beobachtet, die ‘oft bei fortgesetzter 
Injektion schwand — ohne da8 ich jedoch daraus SchluBfol- 
gerungen zu ziehen vermochte. 

In 5 von den Versuchen: Va und b, VIb, VIII und 
[Xb habe ich untersucht, inwiefern bei den Versuchstieren 
eine Retention von NaCl vorlag, oder ob die NaCl-Aus- 
scheidung im Harn einigermaBen mit der Zufuhr gleichen 
Schritt hielt. 

Die Titrierung von NaCl fand nach Vollhardt statt. 


Versuch Va, 4,5°/, NaCl. 





Zeit Einlauf Harn Bilanz 

5.V. 10 bis 1 +108 -—097 = -+ 0,11 g NaCl 
2 nn 3% + 2,20 +116 = +1,04g » 
ss , 4% +0,72 -—-1,08 = 036g » 
415, 638 +054 +117 = 063g 
615 » 1040 +117 --121 = +-0,04g 

5.V. 104 » 6.V.10% +459 --4,76 = ---O17g » 

in 24 Stunden insgesamt -+- 0,05 g NaCl 
b) 4,5°/, NaCl. 

6.V. 11 bis 12 + 1,08 -——092 = + 0,16 g NaCl 
a +145 —-090 = 4+0,55¢ » 
hg +136 142 = -+--006g » 
4-3 +144 -—155 = -+-0O,llg » 
8 » 118 +126 --1,10 = +0,16g » 


also ca. */, g retiniert. 





‘) Siehe z. B. Fisoher, Arch. f. d. ges. Physiol. 106, 80. 
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Versuch VIb, 9°), NaCl. 


Zeit Einlauf Harn Bilanz 
29.IV. 10 bis 11 + 0,36 0,324 = + 0,036 g NaCl 
11 » 12 +- 3,30 1,42 = +188 g » 
12 » 1 + 1,44 —190 = +046 g » 
1» 2 +036 -—-—0,72 = —+0,36 g » 
2» 8 +036 —067 = —+0,31 g » 


Hat also das meiste vom NaCl ausgeschieden und zu dem 
Zeitpunkt nur */, g NaCl behalten. 


Versuch VIII, 9°/, NaCl. 


15.V. 1 bis 2% -+- 5,58 3,08 = -+ 2,50 g NaCl 
2 » 4 +- 0,79 —-132 — —0,53g » 
4 » 7 + 1,35 —228 = =-0,93¢ - 
7 » 118 + 2,20 110 = +1,10g » 
15.V. 112 » 16.V.6% +-315 --3,20 = —0,05g » 


ca. 2 g NaCl retiniert. 


Versuch IXb — Injektion im Vorversuch, 9°/, NaCl. 


25.V. 11% bis 26.V. 11% + 0 0,16 = --0,16 g NaCl 
116 » 12 -+- 1,47 0,58 = +0,89¢g » 
12 » 1 +- 3,48 2,03 = +1,45g » 


Harnsekretion aufgehért. Ca. 2'/, g NaCl retiniert. 


Zusammenfassung. 

1. Bei einer in der rechten Weise ausgefiihrten Urethan- 
narkose koénnen Kaninchen 2 bis 3 Tage nacheinander zu Respi- 
rationsversuchen benutzt werden. Der Stoffwechsel ist sehr 
konstant, schwankt im Laufe von 1 bis 2 Stunden durchschnitt- 
lich ca, 2°/,. Die Nierensekretion leidet nicht durch die Urethan- 
narkose. 

2. Plotzliche intravenése Injektion von physiologischer NaCl- 
Lésung kann eine Steigerung des respiratorischen Stoffwechsels 
bewirken. 


3. Zur Untersuchung der Wirkung verschiedener Losungen 
auf den respiratorischen Stoffwechsel kann man bei permanenter 
Infusion von physiologischer NaCl-Lésung vor der Infusion der 
zu priifenden Lésung die plétzliche Uberfiillung des GefaiBsystems 
und somit deren Wirkung auf den Stoffwechsel verhindern. Die 
Arbeit des Herzens und der Nieren wird konstant erhalten, und 
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der Stoffwechsel ist stabiler wahrend der permanenten Infusion 
als sonst. 

4. Infusionen von NaCl-Lésungen bewirken eine Steigerung 
des respiratorischen Stoffwechsels; bei starkeren Konzentrationen 
sinkt der Stoffwechsel bald, wahrscheinlich wegen einer Gift- 
wirkung auf die Zellen und des hohen osmotischen Druckes. Die 
Stoffwechselsteigerung ist in der Regel von gesteigerter Harn- 
sekretion begleitet. Alles NaCl ist wenige Stunden nach der Injek- 
tion ausgeschieden, nur bei starken Konzentrationen wird etwas 
retiniert. Vielleicht bedingen diese NaCl-Ausscheidung und die 
gesteigerte Ausscheidung von Fliissigkeit die Stoffwechsel- 
steigerung. 

5. Na,CO, steigert die Sauerstoffaufnahme (Diureticum!); 
dasselbe scheinen Séuren sofort zu tun, bald darauf sinkt aber 
der respiratorische Stoffwechsel (Vergiftung?). Konzentrationen 
wie */,-NaOH und "/,-HCl kénnen jedenfalls zu intravenésen 
Injektionen nicht gebraucht werden (starker Abfall des Stoff- 
wechsels, Hamolyse, Vergiftung, Mors). 





Ober die Alkoholoxydation durch die Samenpflanzen. 


Von 


W. Zaleski. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitaét Charkow.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1914.) 


Die Theorie des genetischen Zusammenhanges der intra- 
molekularen mit der normalen Atmung erklarte in verschiedener 
Weise die Alkoholabwesenheit in den Samenpflanzen bei nor- 
malen Bedingungen, richtiger gesagt, bei guter Aeration, 

Zuerst wurde angenommen, daB Alkohol ein Zwischen- 
produkt der Atmung ist, der durch die Pflanzen unter nor- 
malen Bedingungen oxydiert oder verarbeitet wird. Nach dieser 
Annahme stellt die Alkoholgirung die Anfangsstufe der Zucker- 
spaltung in den Samenpflanzen dar. Spater hat Godlewski') 
die Meinung ausgesprochen, daB die Samenpflanzen Zucker 
unter der Bildung noch unbekannter Zwischenprodukte spalten, 
die teils durch Sauerstoff oxydiert, teils aber zur Bildung von 
neuen Baustoffen verwertet werden. Daher bilden die Samen- 
pflanzen unter normalen Bedingungen keinen Alkohol. Wenn 
aber die Pflanzen eine ungeniigende Sauerstoffmenge zur Ver- 
fiigung haben, so werden diese Zwischenprodukte unter CO,- 
und Alkoholbildung vergoren. Die Versuche von Mazé®*) spre- 
chen zugunsten der Annahme, da8 Alkohol kein Zwischenprodukt 
der Atmung ist, da die Samenpflanzen diesen nicht verbrauchen. 
So hat der Verfasser nachgewiesen, daB der groBte Teil des von 
den Fliederzweigen aufgenommenen Alkohols durch Transpira- 
tion abgegeben und nur eine geringe Menge desselben zur 


1) Godlewski, Bull. de l’Acad. de Cracovie 1904, 138. 
*) Mazé und Perrier, Annales de |’Inst. Pasteur 18, 1904. 
Bioehemische Zeitschrift Band 69 19 
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Weiter versuchte Kostytschew') die Ansicht von God- 
lewski experimentell zu beweisen. Der Verfasser hatte gezeigt, 
daB die Weizenkeime und Weizensamen Alkohol nicht ver- 
brauchen. Nur die abgeschilten Erbsensamen haben nach 
Kostytschew den durch sie vorher (im Wasserstoff) gebildeten 
Alkohol verbraucht. Dennoch fand auch in diesem Falle keine 
volistandige Alkoholoxydation statt und die Atmungsenergie 
(CO,-Bildung) wurde nicht gesteigert. Auf Grund dieser Ver- 
suche behauptet Kostytschew, da8 Alkohol kein Zwischen-, 
sondern nur ein Nebenprodukt der Zuckeroxydation in den 
Samenpflanzen ist und unter normalen Bedingungen durch diese 
nicht gebildet wird. Der Verfasser vermutet, daB nur die 
intermediéren Produkte der Zymasegiérung der Sauerstoffoxy- 
dation unterliegen. 

Unserer Meinung nach ist die Frage iiber die Alkoholoxy- 
dation durch die Samenpflanzen noch nicht gelést, und wir haben 
uns die Aufgabe gestellt, diese naiher zu erforschen. 

Zuerst wurden unsere Versuche mit den lebenden Pflanzen 
ausgefiihrt. Die Objekte wurden in 0,5 bis 1°/,iger Alkohol- 
lésung 24 bis 48 Stunden lang kultiviert. Die Lésungen wur- 
den wihrend des Versuches mehrmals gewechselt und nach 
Verlauf des Experimentes wurden die Pflanzen mit destilliertem 
oder sterilem Wasser ausgewaschen und unvollstandig mit FlieB- 
papier abgetrocknet. In anderen Fallen wurden die Pflanzen 
nur dann zu den Versuchen genommen, nachdem sie durch 
vorherigen Aufenthalt im Vakuum oder im Wasserstoff eine 
gewisse Alkoholmenge aufgespeichert hatten. In beiden Fallen 
wurden die Objekte in zwei gleiche Portionen geteilt. Eine 
dieser Portionen (Kontrollportion) wurde zur Alkoholbestimmung 
benutzt, die andere aber wurde in einen groBen Kolben (von 
3 bis 41 Inhalt) eingebracht. In diesem Kolben wurde ein 
Glaschen mit Kaliumhydroxydlésung zur CO,-Absorption ein- 
gehingt; dann wurde das Gefi8 mit einem Pfropfen luftdicht 
verschlossen. Nach Verlauf des Versuches (22 bis 24 Stunden) 
wurde auch diese Portion (Versuchsportion) zur Alkoholbestim- 
mung genommen. Diese Versuche wurden also nicht bei tadel- 
loser Aeration ausgefiihrt, um jeden Alkoholverlust zu ver- 


1) Kostytschew, diese Zeitschr. 15, 165. 
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meiden, der bei der Luftdurchleitung oder beim Herausnehmen 
der Objekte aus den Versuchskolben stattfinden kann. Zum 
Vergleich haben wir auch die Versuche mit der Luftdurch- 
leitung ausgefiihrt. In diesem Falle wurden jeweils hinter dem 
Kolben zwei Drechselflaschen mit destilliertem Wasser ein- 
geschaltet, die wahrend des Versuches in schmelzendes Eis ge- 
stellt waren, um den Alkohol zu absorbieren. Der Kiirze wegen 
fiihren wir diese Versuche nicht an, da sie dieselben Resultate 
nur noch deutlicher ergeben. Die Alkoholdestillation wurde bei 
saurer und dann bei alkalischer Reaktion ausgefiihrt und der 
Alkohol wurde pyknometrisch bei 15,5° und zum Vergleich nach 
der Methode von Nicloux bestimmt. In einigen Fallen gibt 
diese Methode hohere Zahlen als die pyknometrische Bestimmung. 


Versuch 1. 

90 g der Stengelspitzen der etiolierten Keimpflanzen von Vicia 
Faba Windsor wurden auf 1°/,iger Alkohollésung 24 Stunden lang im 
Dunkeln kultiviert. Die Spitzen schwammen auf den Lésungen, die sich 
in sehr groBen Krystallisierschalen befanden, die waihrend des Versuches 
mit diinnen Glasscheiben bedeckt waren. Die Lésungen wurden wahrend 
des Versuches zweimal gewechselt. Dann wurden die Spitzen aus der 
Lésung herausgenommen, gut mit sterilem Wasser ausgewaschen, unvoll- 
standig mit FlieBpapier abgetrocknet und in zwei gleiche Portionen ge- 
teilt. Versuchsdauer 24 Stunden. 


Athylalkohol 
pyknometrisch nach Nicloux 
mg mg 
Kontrollportion .. . 530 587,4 
Versuchsportion .. . 420 428,6 
Versuch 2. 


Die Stengelspitzen der etiolierten Keimpflanzen von Vicia Faba 
Windsor wurden auf 1°/,iger Alkohollésung in der oben beschriebenen 
Weise (Versuch 1) kultiviert. Nach 24 Stunden wurden die Spitzen in 
zwei Portionen zu je 60 g geteilt. Versuchsdauer 24 Stunden. 


Alkohol 
pyknometrisch nach Nicloux 
mg meg 
Kontrollportion ... 240 257,9 
Versuchsportion ... 70 71,4 


Versuch 3 und 4. 

Die Achsenteile der etiolierten Keimpflanzen von Lupinus albus 
wurden 24 Stunden lang auf Alkohollésung im Dunkeln kultiviert. Dann 
wurden die Keime in zwei Portionen zu je 50 g geteilt. Versuchsdauer 
24 Stunden. 

19* 
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Alkohol 
pyknometrisch nach Nicloux 
mg mg mg mg 
Kontrollportion ... 180 180 174,4 185 
Versuchsportion ... 73 73 71,4 84 


Versuch 5. 
Die Achsenteile der etiolierten Keimpflanzen von Lupinus albus 
wurden 24 Stunden lang auf Alkohollésung im Dunkeln kultiviert. Dann 
wurden die Keime in zwei Portionen zu je 35 g geteilt. Versuchsdauer 


24 Stunden. 
Alkohol nach Nicloux 


mg 
Kontrollportion ........ 111,0 
Versuchsportion ........ 31,7 


Versuch 6. 

100 g der Samen von Medicago sativa wurden in 1°/,iger Alkohol- 
lésung 2 Tage lang eingeweicht. Die Lésungen wurden wiahrend des 
Versuches mehrmals gewechselt und die Samen mit Wasser ausgewaschen. 
Nach Verlauf dieser Zeit wurden die Samen aus der Lésung heraus- 
genommen, gut mit sterilem Wasser ausgewaschen und in zwei gleiche 
Portionen geteilt. Versuchsdauer 24 Stunden. 


Alkohol 
pyknometrische Bestimmung 
mg 
Kontrollportion ........ 370 
Versuchsportion ........ 260 


Versuch 7. 

Die Weizensamen wurden 2 Tage lang im Wasser eingeweicht, gut 
mit sterilem Wasser ausgewaschen und auf 8 Stunden ins Vakuum ge- 
bracht. Nach Verlauf dieser Zeit wurden die Samen nochmals mit 
sterilem Wasser ausgewaschen und in zwei Portionen zu je 120 g geteilt. 


Versuchsdauer 24 Stunden. 
Alkohol nach Nicloux 


mg 
Kontrollportion ........ 63,4 
Versuchsportion. ......-. 23,8 


Versuch 8. 

Die Weizensamen wurden 2 Tage im Wasser eingeweicht, gut mit 
destilliertem Wasser ausgewaschen und 8 Stunden lang im Wasserstoff 
belassen. Dann wurden die Samen sorgfaltig mit Wasser ausgewaschen 
und in zwei Portionen zu je 240 g geteilt. Versuchsdauer 24 Stunden. 


Alkohol 
pyknometrisch nach Nicloux 
mg mg 
Kontrollportion ... 1385 134,9 


Versuchsportion ... 50 63,5 
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Obwohl an der Aeration in unseren Versuchen nichts aus- 
zusetzen war, wurde dennoch Alkohol durch die Samenpflanzen 
verbraucht. Auch kénnen wir die Versuche von Kostytschew 
nicht bestatigen, daB die Weizensamen Alkohol nicht ver- 
brauchen. In unseren Versuchen wurden 27 bis 72°/, des von 
verschiedenen Pflanzen aufgenommenen oder vorher im Vakuum 
gebildeten Alkohols oxydiert. Ob in diesem Falle der Alkohol 
volistandig verbrannt oder unter der Bildung der organischen 
Sauren oxydiert wird, das kann man vorlaufig nicht entscheiden. 
Diese Frage kann man auch nicht durch die Bestimmung der 
CO,-Ausscheidung ldésen. 

Obwohl die Samenpflanzen Alkohol oxydieren kénnen, 
kénnen wir dennoch zurzeit keinen bestimmten SchluB aus 
unseren Versuchen ziehen. Es wire voreilig zu behaupten, daB 
Alkohol ein Zwischenprodukt der Atmung ist, daB also die 
Pflanzen auch bei normalen Bedingungen Alkohol bilden und 
diesen in statu nascendi oxydieren. Die Entscheidung dieser 
Frage miissen wir kiinftigen Untersuchungen iiberlassen. 

Jetzt wollen wir noch bemerken, daB die abgetoteten Ob- 
jekte bei den Bedingungen der oben angefiihrten Versuche (im 
geschlossenen Kolben) Alkohol nicht verbrauchen. Zwar haben 
wir eine bedeutende Abnahme des Alkohols in den abgetoteten 
Weizensamen und den Stengelspitzen beobachtet'), dennoch 
wurden diese Versuche bei den besseren Aerationsbedingungen 
ausgefiihrt. Vorliufig kénnen wir nicht entscheiden, ob in 
diesem Falle Alkohol tatsachlich durch die abgetdteten Pflanzen 
oxydiert wurde oder ob in diesen Versuchen ein Alkoholverlust 
stattfand. Dennoch vermute ich, da8 die Samenpflanzen Alkohol- 
oxydase enthalten. 


1) W. Zaleski und A. Reinhard, diese Zeitschr. 42, 39, 1912. 
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Beitrige zur Kenntnis der EiweiBumwandlung in der 
Hefe. 


Il. Uber den Einflu8 des Mediums auf den EiweiSabbau der 
Hefe. 


Von 


W. Zaleski und W. Schataloff. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Charkow.) 
(Eingegangen am 24, Juli 1914.) 


In der vorigen Mitteilung') haben wir iiber den EinfluB der 
Aldehyde auf den postmortalen EiweiBabbau der Hefe berichtet. 
Jetzt wollen wir die Wirkung anderer Substanzen auf die Pro- 
teolyse der Hefe verfolgen. Auch in dieser Arbeit haben wir 
zunachst zu erforschen, ob und in welcher Weise die Abbau- 
produkte des Zuckers und die der Aminosduren die Arbeit der 
proteolytischen Fermente der Hefe beeinflussen, ob also ein ge- 
wisser Zusammenhang zwischen den Garungsprozessen und der 
EiweiBumwandlung besteht. Zum Vergleich haben wir auch den 
Einflu8 einiger anderer chemisch verwandter Stoffe auf diesen 
ProzeB untersucht. 

Zu unseren Versuchen haben wir, wie friiher, Hefanol ge- 
nommen. Die Erlenmeyer-Kélbchen wurden mit einer be- 
stimmten Menge Wasser, und parallel hierzu mit einer solchen 
Quantitat einer bestimmten Lésung unter Toluolzusatz (4 bis 5°/,) 
beschickt. In jedes K6lbchen wurde eine bestimmte Menge 
von Hefanol gebracht. Dann wurden die GefiBe mit Pfropfen 
verschlossen. Die Versuchstemperatur betrug, wenn keine be- 
sonderen Angaben gemacht sind, stets 35°. Der Gesamtstick- 
stoff wurde nach Kjeldahl, der EiweiSstickstoff nach Stutzer 
bestimmt. 


1) W. Zaleski und W. Schatoloff, diese Zeitschr. 55, 63, 1913. 
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Die Wirkung der Alkohole und Phenole anf die 
Hefeproteolyse. 
Versuch 1. 


12 Hefanolportionen') zu je 0,5 g wurden mit je 10 com Wasser und 
den unten bezeichneten Lésungen versetzt. Autolysedauer 20 Stunden. 


Eiwei8-N 

mg *) 
aa a ee 15,5 
Methylalkohol 5%, ...... 17,3 
Athylalkohol 59, ...... 18,5 
Isobutylalkohol 5°, ...... 20,0 
Isoamylalkohol 5°), ...... 17,9 
Allylalkohol re 2 eee 19,2 


Versuch 2. 
6 Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit je 10 com der unten 
bezeichneten Lésungen versetzt. Autolysedauer 67 Stunden. 


EiweiB-N 
mg 
ae Se eee eee 9,1 
Isoamylalkohol 4°}, ...... 10,8 
Benzylalkohol 4°, ...... 18,5 


Versuch 3. 
6 Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit je 10 ccm der unten 
bezeichneten Lésungen versetzt. Autolysedauer 20 Stunden. 


EiweiB-N 
mg 
RS on, ge eas Se ae ak Se 155 
Puemer Gayo ee ee es «<gne ae 
” oy Se eer eee 17,9 


Versuch 4. 
4 Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit je 10 com Wasser und 
0,5°|, Phloroglucin versetzt. Autolysedauer 3 Tage. 


EiweiB-N 
mg 
ow... Ae Ree aoe ee ee 8,7 
Phloroglucin 05°, ....... 14,1 


Die nachteilige Wirkung einwertiger Alkohole der aliphati- 
schen Reihe auf die Hefeproteolyse kann sich bei Konzentrationen 
von mehr als 4°/, bemerkbar machen’). Die aromatischen Alko- 


) Das Praparat enthalt 7,10°/, KiweiBstickstoff. 

*) Alle in den Versuchen angefiihrten Zahlen stellen Mittel von 
Doppelbestimmungen dar. 

*) Fiir einige Alkohole sind diese Lésungen mehr als konzentriert. 
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hole wirken nachteiliger, und noch mehr wird die Arbeit der 
proteolytischen Fermente durch Phenole vermindert. Nach 
Palladin’) halten einige Phenole, wie Resorcin und Brenz- 
katechin, die Hefeproteolyse auf, aber nicht so betriachtlich, wie 
Phloroglucin in unseren Versuchen. 

Einige der von uns benutzten Alkohole?) stellen die Pro- 
dukte der Vergirung der Aminosiuren dar und sind in der 
Garungsfliissigkeit vorhanden, aber in einer solchen Menge, die 
keinen Einflu8 auf die Proteolyse hat, wie unsere Versuche 
zeigen. Andere Alkohole und Phenole werden durch die Hefe 
nicht gebildet. Es ist klar, da8 nur Athylalkohol, der sich 
wibrend der Girung in einer groBen Menge bildet, auf die 
proteolytische Fermente nachteilig wirken kann. 


Der EinfluB der Reaktion des Mediums auf die Hefeproteolyse. 


Nach Hahn*) wird das proteolytische Ferment der Hefe, 
die sogenannte Endotryptase, in schwach saurer Loésung be- 
giinstigt und in neutraler oder schwach alkalischer gehemmt. 
Ammonium und Kaliumhydroxyd entsprechen sich in ihrer 
Wirkung, wahrend Natriumcarbonat weniger nachteilig wirkt. 
Das Optimum der Siurewirkung entspricht 0,2°/, Salzsiure, 
und in faquimolekularer Lésung wirkt Essigsiure giinstiger 
als die Salzsiure auf die Proteolyse. In betreff der Alkalien 
wurden diese Angaben durch Navassart*) bestatigt, der nach- 
gewiesen hat, daB die Proteolyse der Hefe durch 0,2°/,ige 
Natriumcarbonatlosung herabgesetzt und bei der Konzentration 
von 0,4°/, gehemmt wird. Die Sauren beférdern aber nach 
Navassart die Hefeproteolyse nicht. So wirkt die Salzsiure in 
keinem Falle giinstig, und eine 0,1375°/,ige Lésung derselben 
hemmt die EiweiBzersetzung vollstindig. Weiter beobachtete 
N. Iwanoff*), daB die primiren Phosphate die Hefeproteolyse 
beférdern, die sekundiren sie aber nachteilig beeinflussen. 

Im nachfolgenden sind die Versuche beschrieben. 


1) Palladin und seine Mitarbeiter, diese Zeitschr. 44, 318, 1912. 

*) Isoamylalkohol bildet den Hauptanteil des Fuseléls, Isobutyl- 
alkohol bildet sich durch die Hefe aus Valin. 

*) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegarung, 1903. 

*) Navassart, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 189, 1910. 

°) N. Iwanoff, Zeitschr. f. Girungsphysiol. 1, 230, 1913. 
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Versuch 5. 
12 Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit je 10 com Wasser und 
1°, KHSO, versetzt. 


Autolysedauer Eiwei8B-N in Proz. des Gesamt-N 
Tage Wasserportion Phosphatportion 
1 50,28 38,40 
2 28,57 22,40 
3 19,43 19,43 


Versuche 6 bis 11. 
Mehrere Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit je 10 com der unten 
bezeichneten Lésungen versetzt. Autolysedauer 20 bis 24 Stunden. 














EiweiB-N 

Versuchsportion Kontrollportion 
mg mg 
Salzsaure 0,005 : - */ 790 Wie.) tae 15,4 
, 0,010 lo */s05 n+. 145 14,9 
- 0,060°/, "eo mn .. 136 13,7 
. 0,160) "J, m 19,8 15,0 
. 0,200°/, 4/1, m 25,5 15,0 
Phosphorsaure 0,080°), 4/4, n 12,8 13,8 
. 140°, Jog m 12,7 15,0 
Ameisensaure 0,005 °/, "/e9 m 15,6 15,5 
- 0,020 °/) "ogq 14,5 15,0 
it 0.200% "eg n . . 17,0 15,0 
Essigsaéure ret slo *! 300 n 1H 
” git n ‘5° ’ 
7 0,260°), 1. n 11:8 15,0 
Oxalsaure 0,070°), %/,, n 10,8 13,7 
- 0,110°7, sy, m 10,8 13,7 
of agi 0500%, 1, n .. 284 15,0 
Milchsaure 0,070°/, %Yr.en . - 125 13,7 
. 0,210°/, ‘em .. 12,0 13,7 
ee 
” »* 0 ag 0 De) , 
” 0,340 °/, %/., m 10,7 7,4 
Brenztraubensaure 0,260), ‘Ia, n 14,0 15,0 
; ” 0,360°/, */., m 14,1 6,4 
Citronensaure 0,050 °/) "Jig, 0 10,3 12,5 
i n 0,250, %/., mn .. 111 12,4 
; - 0,500", YW. 2m .. 48 15,0 


Versuch 12. 
Etliche Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit je 10 com Wasser 
und den unten bezeichneten Lésungen versetzt. Autolysedauer 40 bis 


45 Stunden. Eiwei8-N in Milligramm 
Versuchsportion Kontrollportion 
Neutralisation auf Lackmus. ... . 16,3 10,7 
Natriumhydroxyd 0,10°/, ‘/,,n. . . 28,3 10,8 
Natriumcarbonat 0,13°/, en. . « 20,8 10,7 
Ammoniak ©,.06°), Aen... 180 10,7 
ores 0,109, %/,,n. . . 304 10,8 
Athylamin 0,119), en see 10,8 
Diathylamin OFS, “Wom. « . SEs 10,8 
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Versuch 13. 
7 Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit je 10 com Wasser und 
den unten bezeichneten Lésungen versetzt. Autolysedauer 67 Stunden. 


EiweiB-N 

mg 

MS ee eg car ow as 9,0 
Diathylamin a oo 35,5 
Trimethylamin ee 31,1 
Cholin Oy ee 12,9 
Piperidin |. ere 26,2 
rrol 0,2°), . . 88 
Natriumhydroxyd 0,1°9),. .... 27,7 


Die primaren Phosphate beférdern die Hefeproteolyse, 
dennoch kénnen wir N. Iwanoff?) nicht beistimmen, daB sie 
auch einen stairkeren EiweiBabbau verursachen, der in der 
Wasserportion trotz der Verlangerung des Versuches nicht erreicht 
wird. Unsere Versuche zeigen, da schon nach 2tagiger 
Autolyse Wasser- und Phosphatportion eine gleiche Eiweib- 
menge enthalten. Die Proteolyse wird durch die primaren 
Phosphate nur beschleunigt. 

Die proteolytischen Fermente der Hefe wirken am besten 
bei schwach saurer Reaktion. Dennoch wirken die Sauren ver- 
schieden und vermutlich spezifisch. So konnten wir keine Be- 
forderung der EiweiBzersetzung durch die Wirkung der Salz- 
und Ameisenséure hervorrufen. So iiben diese Sdéuren in sehr 
schwachen Konzentrationen, wie */,,, bis */,,n keine Wirkung 
auf die Arbeit der proteolytischen Fermente aus und iiber 
diese hinaus (*/,,n) wirken sie nachteilig. Wenn nach Hahn 
die Salzsiure und sogar in 0,2°/,iger Lésung die Proteolyse be- 
fordert, so erklart sich dies vielleicht dadurch, daB er mit dem 
HefepreBsafte experimentierte und nicht die Gesamtmenge der 
EiweiBstoffe, sondern nur das Koagulierbare bestimmte. Von 
den EiweiBstoffen der Hefezellen wird durch das PreBverfahren 
der vierte Teil in Lésung gebracht. In diesem Falle handelt 
es sich also um verschiedene EiweiBstoffe oder verschiedene 
proteolytische Fermente. Demgegeniiber wirken andere Sauren 
(Phosphor-, Oxal-, Milch-, Brenztrauben-, Essig- und Citronen- 
sdure) bis zu einer gewissen Konzentration giinstig, iiber diese hin- 
aus hemmend. Beim Fortschreiten der Autolyse wird die giinstige 
Wirkung dieser Sauren vermindert, und das erklart sich durch 


1) N. Iwanoff, 1. c. 
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die Vermehrung der Aciditét wiahrend der Autolyse'). Unsere 
Versuche zeigen, da8 zwischen der Aciditaét und der Proteolyse- 
energie kein Zusammenhang besteht. Obwohl die Konzen- 
tration der H-Ionen in unseren Versuchen unbekannt ist und 
das Medium ein sehr kompliziertes Gemisch verschiedener Sub- 
stanzen darstellt. Dennoch finden wir keinen Zusammenhang 
zwischen der Konzentration der H-Ionen und der Arbeit der 
proteolytischen Fermente. 

Einige der von uns benutzten Sauren werden wahrend der 
Garung gebildet und stellen vermutlich die Nebenprodukte der 
Zucker- und Aminoséurenvergérung dar. So wurden in der 
Garfliissigkeit Ameisen-*) und Essigsiiure*) in einer nicht un- 
betrachtlichen Menge gefunden. Weiter soll nach Oppen- 
heimer*‘) Milchsaure in dem Macerationssafte vorkommen. Diese 
Sauren kénnten die Proteolyse beeinflussen. 

Im Gegensatz zu den Séuren wirken die Alkalien nach- 
teilig auf die autolytische EiweiBzersetzung in der Hefe, da 
schon durch die Neutralisation der Autolysefliissigkeit die 
Proteolysenenergie vermindert wird. Wir kénnen die Angaben 
von Hahn nicht bestitigen, daB Ammonium- und Kalium- 
hydroxyd gleich stark auf die Proteolyse wirken. Durch die 
Alkalienbildung kann man auch die nachteilige Wirkung der- 
jenigen Salze erkliren, deren Saiuren wahrend der Autolyse 
vergoren werden. So z. B. 


Versuch 14. 
8 Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit je 10 com Wasser und 
den unten bezeichneten Lésungen versetzt. Autolysedauer 4 Tage. 


EiweiB-N 
mg 
ee ae 7,4 
Ameisensaures Natrium 1%. 68 
Milchsaures ” 1%. 7,8 


| , 
Brenztraubensaures Natrium 1°/,. 20,5 


Brenztraubensaures Natrium wirkt sehr nachteilig auf die 
Proteolyse, da durch die Vergirung der Saure die Fliissigkeit 


1) Wahrend der Autolyse wird die Phosphorsiure durch die Zer 
setzung der organischen Phosphorverbindungen gebildet. 

*) Franzen und Stepphuhn, Zeitschr. f. physiol. Chem 77, 129. 

*) Thomas, Compt. rend. 136, 1015. 

‘) Oppenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89. 
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stark alkalisch wird. Demgegeniiber itiben milch- und ameisen- 
saures Natrium keine Wirkung auf diesen ProzeB aus. Auf 
diese Weise kann man indirekt die Vergarung verschiedener 
Siuren durch die Hefe verfolgen. 


Die Wirkung verschiedener Substanzen auf den Charakter 
des EiweiBabbaues der Hefe wihrend der Autolyse. 


Der Abbau der EiweiBstoffe geht stufenweise vor sich und 
wird durch die Zusammenwirkung verschiedener Fermente aus- 
gefiihrt. Man kann daher erwarten, daB dieser Abbau unter 
wechselnden Bedingungen nicht immer in gleichen Bahnen er- 
folgt, da die Fermente nicht gleichmaBig beeinfluBt werden. 
Wir haben einige Versuche ausgefiihrt, um die Wirkung ver- 
schiedener Substanzen auf die quantitativen Verhaltnisse zwischen 
den EiweiBabbauprodukten zu verfolgen. Diese Versuche wurden 
in der oben beschriebenen Weise nur mit einer gréBeren Hefanol- 
menge angestellt. In diesem Falle wurde das Filtrat des 
Kupferoxydniederschlages mit Bleiessig versetzt. Der so er- 
haltene Niederschlag, der Peptone und Albumosen enthilt, 
wurde vorsichtig ausgewaschen und nach Kjeldah| verbrannt. 
Das Filtrat des Bleiessigniederschlages wurde zur Ammoniak- 
bestimmung benutzt. In anderen Fallen wurde die Autolyse- 
fliissigkeit direkt zur Ammoniakbestimmung genommen. Das 
Ammoniak’) wurde durch Destillation mit Magnesia unter 
vermindertem Druck (10 bis 15 mm) bei 40 bis 45° bestimmt. 
Die organischen Basen wurden aus eciweiB-, pepton- und am- 
moniakfreien Filtraten mit Phosphorwolframsaure in iiblicher 
Weise abgeschieden und dann wurde der Niederschlag vor- 
sichtig ausgewaschen und nach Kjeldahl verbrannt. Der 
Stickstoff aller Verbindungen wurde in Prozenten des Gesamt- 
stickstoffes berechnet. In einigen Fallen haben wir auch den 
Aminosaurenstickstoff bestimmt. Wir fiihren diese Zahlen jetzt 


nicht an. 
Diese Versuche sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


*) Wahrend der Autolyse der Hefe wurden auch Amine gefunden. 
In letzter Zeit hat Iwanoff (diese Zeitschr. 58, 217) Isoamylamin ge- 
funden. Es ist unbekannt, ob diese Versuche unter sterilen Bedingungen 
ausgefiihrt worden waren, da der Verfasser eine sehr groBe Hefanolmenge 
autolysiert hat. 
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Vom Gesamtstickstoff entfallen auf: 




















Autolyse-| Eiwei8-N|Pepton-N | NH,-N | Basen-N 
dauer 0/ o/ |’ oy / 

10 0 i id )) 

ee ae ee -— 81,14 | 457 | — = 
Wasserportion ..... 24 Std. | 37,71 9.26 | 4,68 7,42 
Resorcin */,9), ..... 24 » 33,60 | 6,86 1,94 8,96 
Aiomem */,°9), .- 5... 24 1» 32,91 | 9,26 3,31 9,60 
Kaliumjodid 5°/,. .. .| 24 » 18,29 | 857 | 1,84 8,80 
Wasserportion .... . 2Tage | 2857 | 460 | 5,14 | 7,55 
KH,PO, 1%. ..+.-.-. 2 » 22,40 | 9,95 | 5,40 5,15 
Citronenséure 0,1°/),. . .| 2 » 21,95 4,60 | 6,30 5,15 
Saccharose 15°), . ...] 2 » 48,09 | 4,57 | 6,50 5,48 
Wasserportion ..... 4 17,14 | - 4,1 | 4,57 oo 
Natriumhydroxyd 0,08°/,] 4 » 28,57 | 5,14 | 5,038 | 6,40 
Wasserportion . .. . . 10 » | 2400 | 300 | 400 | — 
iy a 1 Jahr | 11,17 | 510 | 442) — 


Nach der Autolyse finden wir 5 bis 6°/, des EiweiBstick- 
stoffes in Form von Ammoniak, was schon friiher Schiitz’) 
beobachtete und spiter Palladin und Iwanoff*) bestiatigt 
haben. Diese Zahlen weichen nicht sehr von denjenigen ab, 
die wir durch Zersetzung der HefanoleiweiBstoffe durch Kochen 
mit starken Saéuren bekommen haben. So z. B.: 


Vom Stickstoff der EiweiBstoffe entfallen auf: 


Ammoniak-N. . .  7,38°/, 8,75°/, 
Diamino-N . . . 13,079, 11,85°/, 
Monoamino-N . . 79,00°/,  79,40°/, 


Bei der Verdauung der HefanoleiweiBstoffe durch Pepsin 
und Salzsiure haben wir je 4,10°/, Stickstoff in Ammoniak- 
form gefunden. 

Die primaéren Phosphate iiben keinen EinfluB auf die auto- 
lytische Ammoniakbildung aus. Wenn nach Palladin und 
Iwanoff das Hinzufiigen von Phosphaten zur Autolysefliissig- 
keit den ProzeB der Ammoniakbildung betrachtlich aufhilt, 
so wird dennoch dieser Schlu8 durch seine Experimente nicht 
bestatigt. So z. B.: 


Ammoniak-N in °/, des Gesamt-N 
a 
21%), 3 ee 


1) Schiitz, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 1904. 
*) W. Palladin und N. Iwanoff, |. c. 
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Die Differenz zwischen diesen Zahlen liegt innerhalb der 
Fehlergrenze der Analyse. Nur in den Versuchen mit glykogen- 
armem Zymin haben diese Forscher eine deutliche Hemmung 
der Ammoniakbildung durch Phosphate wahrend der Autolyse 
beobachtet. Auch wir haben keine nachteilige Wirkung der 
Saccharose auf die Ammoniakbildung wahrend der Autolyse 
nachgewiesen. 

Alloxan, Resorcin und besonders Kaliumjodid vermindern 
die Ansammlung des Ammoniaks wahrend der Autolyse des 
Hefanols stark, obwohl im letzteren Falle ein starkerer EiweiB- 
abbau als in der Kontrollportion stattfindet. Die Ammoniak- 
bildung geht nicht parallel der EiweiBzersetzung vor sich. 
Es ist mdglich, daB sich Ammoniak auf Kosten der EiweiB- 
stoffe indirekt bildet und daB die obengenannten Stoffe den 
Abbau der das Ammoniak bildenden Substanzen lahmlegen. 
Wir haben daher die Wirkung des Resorcins und Kaliumjodids 
auf die Arbeit einiger Fermente, wie Amidase*) und Guanase, 
untersucht, aber keine positiven Resultate bekommen’). Es ist 


1) Effront (Compt. rend. 1908, 779) und Kur-no (Colleg of Agri- 
cult., Tokio 1911) haben eine Amidase gefunden, die Asparagin unter 


Ammoniakbildung spaltet. 
*) Diese Versuche wurden mit dem Hefemacerationssaft und Hefanol 


ausgefiihrt. So z. B.: 





NH,-N 
mg 

10 com des Macerationssaftes allein ........2...-,- 3,0 
10 » » . und 10ccm 2°/,ige Asparaginisg. 24,0 
10 » , ” Pee ee ee yr 9g 2,8 
10 » » ” und 0,05 Guanin ....... 7,8 
6 g Hefanol und 100 com Wasser. ........... 15,0 
6g ” » 100 » 1°/,ige Asparaginiésung ... . 105,0 
6g ” » 100 » Wasser und 0,25 g Guanin... 63,6 


Wiahrend der Autolyse, die 6 bis 10 Tage bei 15° dauerte, wurden 
Asparagin und Guanin durch den Macerationssaft und Hefanol sebr 
energisch zersetzt, da die Hefe Amidase und Guanase enthalt, wie 
bekannt ist. Durch Kaliumjodidzusatz wird die Wirkung dieser Fer- 
mente nicht verindert. 

Wir wollen noch bemerken, da8 im Hefemacerationssaft eine ener- 
gische Proteolyse stattfindet. 


15 com des Hefemacerationssaftes enthalten . 120,0 mg EiweiB-N 
15 » 2» - haben nach 


Stagiger Autolyse ......... 19,2 » “ 
Es wurden also je 84°/, der EiweiBstoffe wahrend der Autolyse 
zersetzt. 
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auch wenig wahrscheinlich, daB Ammoniak nach seiner Bildung 
verbraucht wird und daB Kaliumjodid sowie Resorcin diesen 
ProzeB begiinstigen, obwohl in der Tat bei gewissen Bedingungen 
der Autolyse Ammoniakverbrauch stattfindet, wie Palladin 
und Iwanoff') gezeigt haben und was auch wir bestatigen 
kénnen. Es ist auch wenig wahrscheinlich, daB in diesem 
Falle die proteolytischen Fermente den EiweiBkern an anderen 
Stellen angreifen. 

Weiter finden wir wihrend der Autolyse 5 bis 7°/, Stick- 
stoff in Form der organischen Basen, wahrend sich bei der Zer- 
setzung der EiweiBstoffe des Hefanols durch Sauren eine gréBere 
Menge davon (13°/,) bildet. Wir haben keinen Zusammenhang 
zwischen der Menge des Ammoniaks und der der organischen 
Basen wahrend der Autolyse gefunden, wie es Palladin und 
Iwanoff behaupten. Diesen Zusammenhang kénnen wir in 
den Versuchen dieser Forscher auch nicht finden, da sie in der 
Wasserportion nur 0,7°/, Stickstoff in Form der Diaminosiuren 
gefunden hatten, was vielleicht ein Druckfehler ist. Demnach 
kann man vermuten, da8 Diaminoséuren wahrend der Autolyse 
verbraucht werden. So wird z. B. Arginin abgebaut*), obwohl 
es unbekannt ist, welche Stoffe sich dabei bilden, da die Hefe 
keine Urease enthalt, wie Kiesel*) nachgewiesen hat und was 
wir auch bestatigen kénnen. 

Was die Albumosen und Peptone betrifft, so steigt anfiang- 
lich die Menge derselben, spater werden sie auch zersetzt. Diese 
voriibergehende Vermehrung dieser Substanzen wird durch 
Phosphatzusatz nur verzdgert. So z. B. 


Versuch 15. 
Pepton-N in °/, des Gesamt-N 


Tage 1 2 4 
Wasserportion ..... 9,26 460 4,11 
%, Me tw — 995 3,4 
0,1°/, Citronenséure . . . 5,9 460 — 


1) W. Palladin und N. Iwanoff, 1. c. 

*) Die Hefe enthalt Arginase (Shiga, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
42, 502, 1904). 

*) Kiesel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 75, 190. 
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304 W. Zaleski und W. Schataloff: EiweiBumwandlung in d. Hefe. II, 


Die Umwandlung der EiweiBstoffe in Peptone geht zuerst schneller 
vor sich als der weitere Abbau derselben. Die primaéren Phosphate be- 


schleunigen diesen ProzeB. 

Unsere Versuche iiber den Wiederaufbau gewisser bei der 
Autolyse auftretender Spaltungsprodukte der EiweiBstoffe sind 
noch nicht beendigt, und wir gedenken iiber diese Frage spater 
zu berichten. Wir wollen jetzt nur bemerken, daB die SchluB- 
folgerungen aus solchen Versuchen nur mit Vorsicht gezogen 


werden kénnen. 
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Die Bestimmung sehr geringer Mengen von freien Sauren 
oder alkalisch reagierenden Stoffen in Flissigkeiten vege- 
tabilischen oder animalischen Ursprungs. 


Von 
A. Stutzer und W. Haupt. 


(Aus dem Institut fiir Agrikultur-Chemie der Universitat Konigsberg.) 


(Eingegangen am 25. Januar 1915.) 


Die Bestimmung sehr geringer Mengen von freien Siiuren 
oder freien Alkalien ist in gefairbten Fliissigkeiten bisweilen 
recht schwierig auszufiihren, weil der zugesetzte Indicator einen 
schlechten Farbenumschlag gibt. Der zuerst genannte Bericht- 
erstatter hatte vor mehreren Jahren Untersuchungen iiber den 
EinfluB eines sauer reagierenden stadtischen Kanalwassers auf 
die auf Rieselfeldern wachsenden Pflanzen ausgefiihrt und ein 
bequemes Verfahren zur Bestimmung der freien Séure bzw. des 
freien Alkalis angewendet. Unter normalen Verhiltnissen pflegt 
das stadtische Kanalwasser, wenn man es in der Ableitung 
unterhalb der Stadt streckenweise untersucht, schwach alkalisch 
zu reagieren, sobald Harnstoff in Ammoniumcarbonat iiber- 
gegangen ist. Im vorliegenden Falle wurden zeitweilig groBe 
Mengen der sauren Ablauge aus einer Cellulosefabrik in den 
Kanal abgelassen, und es handelte sich darum, in der gefarbten, 
etwas triben Fliissigkeit den Gehalt an freien Sauren genau zu 
ermitteln. Dies geschah in folgender Weise: 250 ccm des Kanal- 
wassers wurden in einem Erlenmeyer-Kolben mit 25 ccm der im 
Laboratorium vorratigen "/,-Natronlauge und 1 g Chlorammo- 
nium versetzt. Das frei werdende Ammoniak ist abdestilliert 
und in ®/,-Schwefelsiure aufgefangen. Selbstverstandlich muB 
nebenbei eine blinde Bestimmung ausgefiihrt werden, indem 
man statt des Kanalwassers destilliertes Wasser beim Frhitzen 


verwendet. 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 20 
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306 A. Stutzer und W. Haupt: 


Die im Kanalwasser enthaltene freie Saiure neutralisiert 
einen Teil der zugesetzten Natronlauge, es wird dementspre- 
chend weniger Ammoniak in Freiheit gesetzt und laBt nach 
der Titration der vorgelegten Schwefelsiure der Séuregehalt der 
zu priifenden Flissigkeit sich genau berechnen. Die direkte 
Titration der triiben, gefairbten Fliissigkeit ist ungenau. 

In letzter Zeit hatten wir andere Fliissigkeiten auf den 
Gehalt an freier Saéure bzw. freiem Alkali zu untersuchen, und 
kam es darauf an, in meist gefarbten, nur recht schwach sauren 
oder schwach alkalischen Fliissigkeiten eine sehr groBe Genauig- 
keit der Bestimmung zu erzielen. 

Zunachst teilen wir mit, in welcher Weise wir den Gehalt 
an freier Saure bestimmen. LaBt man auf ein Gemenge von 
Kaliumjodid und Kaliumjodat irgendeine freie Saure einwirken, 
so tritt schon in der Kilte der Wasserstoff der zugesetzten 
Saéure an Stelle des Kaliums in jene Jodverbindungen ein und 
es erfolgt die Umsetzung: HJO,-+-5HJ—J,-+-3H,0. Das 
frei werdende Jod wird nach Zugabe von Starkekleister durch 
Natriumthiosulfat titriert. 

Selbstverstandlich ist die Anwendbarkeit des Verfahrens zur 
Bestimmung von freier Saéure beschrankt. Durch verschiedene 
chemische Verbindungen wird aus Kaliumjodid Jod in Freiheit 
gesetzt. Beispielsweise durch Ferrisalze, durch Cuprisalze, durch 
freies Chlor, durch NaOCl. Bei Gegenwart von Saure durch 
Superoxyde, durch Kaliumpermanganat, durch Kaliumbichromat, 
also durch oxydierend wirkende chemische Verbindungen. Der- 
artige Verbindungen pflegen in Fliissigkeiten tierischen oder 
pflanzlichen Ursprungs nicht oder nur selten enthalten zu sein, 
und kann man das sogleich zu beschreibende Verfahren bei der 
Untersuchung von Pflanzensaften oder von gewissen tierischen 
Fliissigkeiten anwenden, in denen obige Verbindungen nicht ent- 
halten sind. 

Die Reaktion HJO, -+- 5 HJ = J, +- 3 H,0 ist sehr empfind- 
lich und vermag sogar in Wasser geléste Kohlenséure einen 
Teil des Jods in Freiheit zu setzen. Daher ist es ndtig, daB 
alle Fliissigkeiten, die hierbei in Anwendung kommen, durch 
Erwirmen von Kohlenséure befreit werden, wenn man die 
neben der Kohlensiure vorhandene Menge von Siaure be- 


stimmen will. 
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Bestimmung sehr geringer Mengen von Séuren und Alkali. 3()7 


Die Lésung der Jodverbindungen wird bereitet, indem man 
20 g Kaliumjodid (KJ) und 5 g Kaliumjodat (KJO,) getrennt 
in je */, Liter Wasser lost, welches Wasser zuvor durch Aus- 
kochen von Kohlensaure befreit und dann wieder erkaltet war. 
Die Lésungen sind vor Licht geschiitzt aufzubewahren. 

Die zu prifende Flissigkeit wird, wenn nétig, durch Eva- 
kuieren oder durch Erwarmen von Kohlensiure befreit und 
nimmt man von ihr, je nachdem sie sehr schwach oder weniger 
sauer ist, 25 bis 250 ccm. Geht man von einer festen Sub- 
stanz aus, so wird die Lésung der Séure durch kohlensiure- 
freies Wasser bewirkt. Zu der abgemessenen Fliissigkeit, deren 
Temperatur 17 bis 20° sein soll, setzt man je 25 ccm der oben 
erwahnten Jodlésungen und wenig von frischem Stirkekleister 
hinzu. Dann wird mit ®/,,.-Thiosulfatlésung titriert, bis die 
Blaufarbung verschwunden ist. War die zu untersuchende 
Fliissigkeit an und fiir sich gefarbt, so hindert dies die Titra- 
tion nicht, nur hat man die Fliissigkeit mit destilliertem Wasser, 
das stets kohlensiurefrei sein muB, zu verdiinnen. Beispiels- 
weise macht es keine Schwierigkeiten, in Pilanzensaften oder 
in wasserigen Ausziigen aus Pflanzen den Siuregehalt zu be- 
stimmen. Auch in Milch, die schwach sauer geworden ist, 
kann trotz des ausgeschiedenen Caseins das Verschwinden der 
Blaufarbung erkannt werden, jedoch empfiehlt es sich hierbei, 
eine Lupe zu Hilfe zu nehmen, sobald die Blaufarbung schwach 
geworden ist. Hat in der Fliissigkeit die Stirke sich ein wenig 
abgesetzt, so sieht man mit der Lupe, ob bei einzelnen Kérn- 
chen Blaufarbung noch vorhanden ist oder nicht. Mit Riick- 
sicht hierauf bereitet man den Starkekleister durch nur kurzes 
Erwarmen der Starke mit Wasser, so daB eine vollstaindige 
Verkleisterung nicht eintritt. 

Jeder verbrauchte Kubikzentimeter der Thiosulfatlésung 
entspricht 0,001 27 g Jod oder 0,00001 g Wasserstoffion der Siure. 
Liegt nicht eine bestimmte Saure vor, so ist es zweckmaBig, 
die Saéure auf Schwefelsiure zu berechnen, und zeigt jeder 
Kubikzentimeter der Thiosulfatlésung 0,000 49 g Schwefelsiure 
(H,SO,) an. 

Das bei der Bestimmung sebr kleiner Mengen von Siure 
angewendete Prinzip la8t selbstverstandlich sich auch bei Fliissig- 


keiten anwenden, die Alkalien enthalten, z. B. bei Harn, der 
20° 
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sehr schwach alkalisch ist, aber nur so geringe Mengen von 
Ammoniumearbonat enthalt, daB die iibliche Titrierung mit 
Saure nicht geniigend genaue Ergebnisse liefert. In diesem 
Falle gibt man zu einer abgemessenen Menge des Harns 25 ccm 
(wenn notig 50 cem) von ®/,,,-Schwefelsiure, erwirmt, um die 
Kohlenséiure des Carbonats auszutreiben, l4Bt wieder erkalten, 
fiigt nun Stirkekleister und je 25 ccm der oben erwahnten 
beiden Jodlésungen hinzu und titriert mit */,,.-Thiosulfatlésung. 

Vor jedesmaligem Gebrauch der Lésungen ist das Ver- 
haltnis der Schwefelsiure zur Thiosulfatlésung festzustellen. 
War beim blinden Versuch das Verhiltnis 25 com Schwefel- 
siiure zu 25 ccm Thiosulfatlésung und sind bei der Untersuchung 
der zu priifenden Fliissigkeit nur 20 cem Thiosulfat gebraucht, 
so war eine 5 ccm der Thiosulfatlésung aquivalente Menge von 
Alkali zugegen. Ist die Art des Alkalis nicht genau bekannt, 
so wird es empfehlenswert sein, auch in diesem Falle die 


Schwefelsaure zur Grundlage der Berechnung zu machen und 


zu sagen: Jeder Kubikzentimeter der weniger gebrauchten Thio- 
sulfatlosung zeigt so viel Alkali an, als zur Neutralisation von 
0,00049 g Schwefelsiure erforderlich ist. 

Bei der Bestimmung freier Alkalien stort die Farbung der 
Fliissigkeit nicht, wenn sie zuvor geniigend verdiinnt wurde. 
In vielen Fallen, in denen man bisher die Alkalitaét nur durch 
die ,,Tiipfelmethode“ unter Benutzung von Reagenspapier be- 
stimmen konnte, z. B. bei der Untersuchung von Riibenmelasse, 
macht die genaue Titration nach unserem Verfahren keine 
Schwierigkeit. 











vcperoe ee Ae 




















Bemerkungen zu der Mitteilung von R. Hober: Beitrag 
zur physikalischen Chemie der Vitalfarbung. 


Von 
J. Traube. 
(Aus der Technisohen Hochschule zu Charlottenburg.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1915.) 


In einer Abhandlung: Beitrag zur physikalischen Chemie der Vital- 
firbung, diese Zeitschr. 67, 420, 1914, gelangt Héber zu dem Ergebnis, 
da8 vitales Firbungsvermégen, Giftigkeit, Umladefihigkeit und Tropfen- 
zahl der wasserigen Lisungen saurer und basischer Farbstoffe nicht 
miteinander zusammenhangen. 

In zwei Abhandlungen aus meinem Laboratorium: J. Traube, 
Uber die Wirkung von Natriumkarbonat auf basische Farbstoffe und 
deren Giftigkeit, diese Zeitschr. 42, 495, 1912 und Helene Tscherno- 
rutzky, Uber die Wirkung von Natriumkarbonat auf einige Alkaloid- 
salze und Farbstoffe, diese Zeitschr. 46, 112, 1912, beschaftigten meine 
Schiilerin und ich mich mit demselben Probleme, soweit dasselbe die 
Beziehungen von Oberfliichenspannung und Giftigkeit (gegen Kaulquappen) 
betraf?*). 

Die Untersuchung von 15 basischen und 5 sauren Farbstoffen und 
theoretische Krwigungen fiihrten uns zu dem Ergebnisse, da8 eine so 
einfache Beziehung, wie dieselbe zwischen Oberflichenaktivitét und Giftig- 
keit fiir Alkaloidsalzlésungen sowie Narkotica gefunden war, fiir Farb- 
stoffe nicht bestehen konnte. Schon die verschiedenen Léslichkeits 
verhaltnisse von kaum ldéslichen Farbstoffbasen einerseits, vielen Alka- 
loiden und Narkoticis andererseits, sprachen hiergegen. Immerhin kam 
ich zu dem als vorliufig bezeichneten Ergebnisse, daB basische Farb- 
stoffe, welche die Oberflichenspannung des Wassers erniedrigen, meist 
gegen Kaulquappen giftiger sind als solche, die keine Erniedrigung der 
Oberflichenspannung bewirken. Die Oberflachenspannung ist, so be- 
merkte ich, somit auch hier einer der wichtigen Faktoren, von denen 
die Giftigkeit abhangt. 


*) 8. auch meine Bemerkungen iiber Oberflichenspannung, Firbe- 
vermégen usw., Kolloidchem. Beihefte 1912, 240: Uber Oberflichen- 
spannung und Flockung kolloider Systeme. 
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310 J. Traube: 


Priifen wir, wie weit dieser Satz durch Hébers stalagmometrische 
Messungen an einer Anzahl 1°/,iger wasseriger Lésungen basischer Farb- 
stoffe sowie Versuche an Kaulquappen mit 0,01°/,igen Lésungen der- 
selben Farbstoffe gestiitzt wird. 

In der folgenden Tabelle sind die Farbstoffe nach abnehmender 
Giftigkeit geordnet. Die Zahlen bedeuten die Tropfenzahlen: 

Malachitgriin 20,9; 

Methylviolett 20,7, Krystallviolett 20,6, Chrysoidin 20,6; 
Methylgriin 20,3, Neutralviolett 18,2, Dahlia 20,2; 
Methylengriin 18,0, Brillantkresylblau 18,4, Thionin 17,5; 
Toluidinblau 17,6; 

Vesuvin 18,6, Neutralrot 17,8; 

Safranin 17,9, Methylenblau 17,5. 


Es wurde aus Griinden, die sogleich erwaihnt werden sollen, zu- 
nachst lediglich das Rhodamin fortgelassen. 

Sieht man sich die Zahlen an, so scheint es mir, da8 Hiber zu 
weit gegangen ist, wenn er annimmt, daB die Oberflichenaktivitat die 
Giftigkeit (zum mindesten gegen Kaulquappen) nicht mitbedingt. 

Nun hat allerdings Héber gefunden, daB Rhodamin trotz der 
hohen Tropfenzahl von 21,1 mit am wenigsten gegen Kaulquappen giftig 
ist’) Hier ist aber daran zu erinnern, da8 Rhodamin auf Grund seiner 
Konstitution sehr schwache basische Eigenschaften besitzt. 

In einer Arbeit von mir und meinem Schiiler Marusawa iiber 
Flockungsvorgiinge, die demnachst in der Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. 
Biologie erscheinen soll, wurde gezeigt, daB im Gegensatz zu den sauren 
Farbstoffen die allerverschiedensten basischen Farbstoffe auf elektro- 
negative Kolloide, Suspensionen und Bacillen (Albumin, Lecithin, Kaolin, 
Blutserum, Colibacillen usw.) flockend wirken; nur Rhodamin ver- 
hielt sich in den untersuchten Konzentrationen wie die sauren 
Farbstoffe nicht flockend. Das Rhodamin B erwies sich auch in 
starker Kalilauge léslich. : 

Was mich indessen besonders veranlaBte, zu dem Aufsatze von 
R. Héber Stellung zu nehmen, ist die folgende Anmerkung auf S. 425 
von Hébers Arbeit. 

»In einem Aufsatz von J. Traube (Deutsche med. Wochenschr. 1912, 
Nr. 31) findet sich der folgende Satz: ,Je nachdem ob ein Protozoon 
oder Bacillus im elektrischen Felde nach der Kathode oder Anode 
wandert, verhilt er sich mehr kationisch oder anionisch, und je nach- 
dem werden in erster Linie anionische oder kationische Arzneimittel in, 
Betracht kommen. So wandern die Trypanosomen nach der Kathode 
dementsprechend wurden in erster Linie das anionische Atoxyl und der 
saure Farbstoff Trypanrot als wirkungsvoll bezeichnet, bei der tertianen 
Form der Malaria verwendet man demgegeniiber in erster Linie basische 


) Ich hatte iibrigens |. c. eine mittlere Giftigkeit fiir Rhodamin B 
groBer als fiir Methylengriin und Toluidinblau gefunden. 
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Bemerkungen. 311 


Arzneimittel: Chinin, Salvarsan und Methylenblau. Die Spirochaeta 
pallida wandert iiberhaupt nicht, hier kommen demnach sowohl anioni- 
sche (J, Hg) wie kationische Arzneimitte] (Salvarsan) in Betracht.“ — 

Wir haben uns vergeblich bemiiht, die auffallende Angabe von 
Traube, daB die Trypanosomen positive Ladung fihren, zu bestitigen. 
Wir haben sowohl Nagana wie Dourine auf weiBen Miausen geziichtet 
und beide auf ihre Kataphoresewirkung untersucht; beide gehen zur 
Anode. Die von Traube in dem genannten Aufsatz entwickelte An- 
schauung vom ,elektro-physikalischen Dualismus der Arzneimittelwirkung, 
schieBt gewiB weit iiber das Ziel.“ 

Es wurde von mir an anderer Stelle’) erwahnt, daB Herr Com man- 
don vom Institut Pasteur in Paris gelegentlich eines mit gro8em Beifall 
aufgenommenen Vortrages im Kaiserin-Friedrich-Haus in Berlin im Fe- 
bruar 1911, verbunden mit kinematographischen Vorfiihrungen, mikro- 
skopische Vorgainge auch kataphoretischer Erscheinungen vorfiihrte und 
in dem mir vorliegenden gedruckten Vortrage bemerkte: ,Die roten 
Blutkérperchen bewegen sich nach der Anode, die Trypanosomen nach 
der Kathode“ (auch abgestorbene). Herr Commandon schrieb mir als- 
dann wortlich die folgenden gewiB allgemein interessierenden Bemer- 
kungen: 

ylous les trypanosomes que j’ai examiné 4 ce point de vue et 
dans le sang, sont transporté vers la cathode. Mais la vitesse du 
transport est plus ou moins intense selon les races et selon l’Age de la 
maladie. 

Je n’ai pu faire d’expériences sur les hématozoaires de la malaria. 

Spirochaeta Gallinarum est aussi transporté vers la cathode. II 
en est de méme pour les spirochétes de la fiévre récurrente, mais l’expéri- 
ence est moins nette & cause de |’adhérence de ces microorganismes au 
verre et aux globules sanguines. 

Le courant agit trés faiblement sur spirochaeta pallida de la 
syphilis, il m’a bien semblé cependant que ce spirochéte tend a étre 
transporté vers |’anode. 

Il y a de nombreuses précautions & prendre dans ces expériences 
de facon & éviter plusieurs causes d’erreur comme |’entrainement di 4 
un mouvement d’ensemble du liquide qui ne tarde pas & se produire 
lorsque le courant passe assez longtemps. 

Diesen Bemerkungen habe ich nichts hinzuzufiigen. 

Was aber den SchluBsatz von Herrn Hober betrifft, so darf ich 
wohl in Ergianzung von Hébers Zitat aus meiner damaligen Arbeit die 
folgenden Siatze hier noch erwahnen: ,,Es gilt hier nichts anderes, als 
das, was der Farbstoffchemiker und der Histologe schon lange wissen; 
der Farbstoffchemiker verwendet verschiedene Beizen fiir basische und 
saure Farbstoffe, der Histologe wei8, daB saure Farbstoffe andere Zellen 
firben als basische und verwendet daher vielfach entsprechende Farb- 
gemische. Ganz Analoges wurde festgestellt fiir die Farbung von Ba- 


1) Traube, Kolloidchem. Beihefte, |. o. S. 316. 
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312 J. Traube: Bemerkungen. 


cillen, je nach ihrer Wanderungsrichtung im elektrischen Felde (V. H enri 
und Cernovodeaux). Aber der Pharmakologe und Therapeut handelt, 
wenn man von gewissen empirischen Erfahrungen absieht, noch immer 
so wie ein Farbstoffchemiker handeln wiirde, wenn er fiir saimtliche 
Farbstoffe dieselben Beizen, oder ein Histologe, wenn er nur basische 
oder saure Farbstoffe verwenden wollte! 

Hier muB die bessernde Hand angelegt werden, es ist die Forde- 
rung zu stellen, daB dieser elektrophysikalische Dualismus der Arznei- 
mittelwirkung in der modernen Pharmakologie und Therapie bewuBt 
und nicht nur gelegentlich auf Grund der Empirie beachtet wird.“ 

Aus diesen Worten geht nicht hervor, daB ich etwa die elektro- 
physikalischen Wirkungen als die einzigen Wirkungen der Arzneimittel 
ansehe. Ich habe aber keine Veranlassung, auf Grund von Herrn Hébers 
diesbeziiglicher Bemerkung irgendein Wort dieser friiheren Ausfiihrungen 
zu streichen. 

















mene 
































Untersuchungen fiber die Autooxydation der Lipoidstoffe 
und Beitrag zur Kenntnis einiger Pigmente (Chromo- 
lipoide) und Pigmentkomplexe. 

Von 
C. Ciaccio. 


(Aus dem Institut fiir operative Medizin der Kgl. Universitat Palermo.) 
(Hingegangen am 16. Februar 1915.) 


Namentlich seit Obersteiner’) ist viel iiber das Vor- 
kommen besonderer Pigmente in einer groBen Anzahl von nor- 
malen und pathologischen Zellen berichtet worden, die zwar 
die mikrochemischen Eigenschaften der Fettstoffe aufweisen, 
aber in den organischen Lésungsmitteln schwer léslich oder 
geradezu unldslich sind. 

Zunachst glaubte man, diese Pigmente als Lipochrome 
identifizieren zu kénnen [Rosin*), Rothmann’), Mihl- 
mann‘) usw.]; spaéterhin aber sah man, daB das deshalb nicht 
richtig war, weil im allgemeinen diese Stoffe die charakteri- 
stischen Reaktionen der Lipochrome nach Behandlung mit 
H,SO,, HNO,, J-+-KaJ nicht aufweisen. Daher werden heute 
unter den Fettpigmenten zwei Kategorien unterschieden: 

1. die eigentlichen Lipochrome, die nur selten angetroffen 
werden, und zwar in den Luteinzellen (Sehrt°), in den Fett- 
zellen der Amphibien (Neumann®), in einer Cyste der Ader- 
geflechte (Sjévall’); 


1) Obersteiner, Anleitung beim Studium des Baues der nervésen 
Zentralorgane. Wien 1888. 
*) Rosin, Deutsche med. Wochenschr. 1895; Virchows Archiv 162, 
*) Rothmann, ebenda 1901. 
*) Miihlmann, Arch. f. mikr. Anat. u. Entwickl. 1901. 
5) Sehrt, Virchows Archiv 177. 
*) Neumann, ebenda 170. 
") Sjévall, Zieglers Beitrige 47. 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 21 
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314 C. Ciaccio: 


2. eine weitere Kategorie von sehr verbreiteten Pigmenten, 
denen verschiedene Namen gegeben wurden, wie: Fettpigment 
(Obersteiner), fetthaltiges Abnutzungspigment (Lubarsch, 
Sehrt), Chromolipoide (Ciaccio), Lipofuscine (Borst, Hueck). 
Letztere sind ausgezeichnet durch ihr negatives Verhalten gegen 
die Reagenzien der Lipochrome und durch ein positives Ver- 
halten gegen die Reagenzien der Lipoidstoffe; auBerdem ent- 
firben sie sich mit den Oxydationsmitteln, sind gegen Sauren 
und Alkalien bestindig, schwer léslich oder geradezu unloslich 
in den Fettlésungsmitteln und zeigen eine feste oder halbfeste 
Konsistenz. 

Was die Natur dieser Fettpigmente anbelangt, so kam 
man namentlich nach den Untersuchungen Lubarschs*) und 
seines Schiilers Sehrt?) und nachdem ausgeschlossen worden 
war, daB es sich um Lipochrome handelte, auf den Gedanken, 
daB es Komplexe sein méchten, gebildet durch die mehr oder 
weniger stabile Vereinigung eines Fettstoffes mit einem Pigment, 
das eine Anderung in den Léslichkeitsverhaltnissen hervorrufen 
wirde, Dieser Theorie haben sich bisher die Cytologen ange- 
schlossen und, von der oben angedeuteten Vorstellung aus- 
gehend, haben sie sich bemiiht, die Natur des an dem Fett- 
Pigmentkomplex beteiligten Fettstoffes festzustellen. 

Uber diesen Punkt gehen jedoch die SchluBfolgerungen 
der verschiedenen Forscher auseinander. So soll es sich nach 
einigen um Lecithoid- oder Lipoidstoffe im engen Sinne han- 
deln [Marinesco*), Roussy et Laroche‘), Casamajor’), 
De Motet*), Luna’), Kawamura’)]; nach Rachmanow’) um 
Fettsiuren; nach Mulon**) hitten das Cholesterin und seine 
Ester die Eigenschaft, verschiedene Chromogene zu absorbieren; 


1) Lubarsch, Centralbl. f. Pathologie 13. 

*) Sehrt, a. a. O. 

8) Marinesco, Révue de Psych. et de Psychol. expér. 9; La 
cellule nerveuse. Paris 1909. 

*) Roussy et Laroche, Société de Neurologie 1912. 

5) Casamajor, Obersteiners Arbeiten 1910. 

*) De Motet, Inaug.-Dissert. Tiibingen 1909. 

7) Luna, Folia Neurobiologica 6. 

*) Kawamura, Die Cholesterinesterverfettung. Jena 1911. 

*) Rachmanow, Zieglers Beitrige 53. 

10) Mulon, Compt. rend. Soc. de Biologie de Paris 1918. 
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Uber Autooxydation der Lipoidstoffe und iiber Pigmente. 315 


nach Ziveri*) soll es sich um Phosphatide und Cerebroside 
in Verbindung mit Cholesterin oder nicht handeln; nach Biondi?) 
um Lipoidstoffe im engen Sinne und neutrale Fette; nach 
Buscaino®) endlich, der auch gesucht hat, die fraktionierte 
Extraktion nach Frankel fiir mikrochemische Zwecke zu ver- 
wenden, soll es sich um gesiattigte Phosphatide bzw. Sulfatide 
und Cerebroside mit Spuren anderer Substanzen handeln. 

Erwahnen will ich endlich noch, daB ich‘) hinsichtlich der 
Natur einiger Fettpigmente Anschauungen vertreten habe, die 
von den herrschenden abweichen und denen sich neuerdings 
auch Hueck®) angeschlossen hat, obwohl er anscheinend meine 
diesbeziiglichen Arbeiten nicht kennt. 

In der Tat habe ich versucht, zwei Hauptarten von Fett- 
pigmenten zu differenzieren, namlich: 

a) aus der Vereinigung eines Lipoidstoffes mit irgendeinem 
Pigment, namentlich solchen, die sich aus dem Hamoglobin her- 
leiten, hervorgehende Gebilde; 

b) Gebilde, die morphologischen, genetischen und mikro- 
chemischen Daten nach nicht so sehr als eine Vereinigung von 
Fett und Pigment, sondern als umgewandelte, und zwar durch 
einen OxydationsprozeB verharzte Lipoidstoffe betrachtet wer- 
den miissen. 

Zur Unterstiitzung dieser Hypothese sind von mir sowohl 
wie von Hueck auBer Argumenten morphologischen und mikro- 
chemischen Charakters einige allgemeine Daten herangezogen 
worden, aus denen hervorgeht, daB die ungesittigten Fettstoffe 
autooxydabel sind und durch die Autooxydation gefiarbt werden. 


Bevor ich iiber die Resultate meiner diesbeziiglichen Unter- 
suchungen berichte, will ich kurz die bereits iiber die Auto- 
oxydation der ungesattigten Fettstoffe gemachten Beobachtungen 
anfithren. 





) Ziveri, Folia Neurobiologica 6. 

*) Biondi, Rivista ital. di Neurop. Psich. ed Elettroter. 6. 

*) Buscaino, Rivista di Patol. nervosa e mentale 1913. 

*) Ciaccio, Arch. f. Zellforsch. 5; Biologie Médicale 1912. — 
Ciaccio und Scaglione, Zieglers Beitrige 55. 

°) Hueck, Zieglers Beitrige 54. 
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316 C. Ciaccio: 


Vor langerer Zeit bereits fanden Gottlieb’), Bromeis’) u.a., 
da8 die Olsiure durch Aussetzung an die Luft bedeutende 
Mengen O aufnehmen kann. Zu 4hnlichen Schliissen kamen 
auch Mulder*) beim Olivenél und Berthelot‘) beim Triolein; 
hier ist jedoch die absorbierte O-Menge bedeutend geringer als 
bei der Olsdure. 

Cloéz*), Kissling*®), Mulder usw. experimentierten dann 
an Fetten verschiedener Herkunft und fanden, daB von diesen 
diejenigen am raschesten autooxydabel sind, welche die Trigly- 
ceride der Linolséure oder Isomere derselben enthalten, und 
daB letztere im Unterschied zu der Olsiure austrocknend 
sind, d. h. durch Wirkung der Oxydation verharzen und 80 
fest werden. 

Durch genauere und eingehendere Untersuchungen stellten 
Fahrion’), Hazura und Mitarbeiter) fest, daB die ungesattigten 
Fettstoffe durch Selbstoxydation Veranderungen erfahren, die 
bei den freien Fettsiuren viel ausgepragter sind als bei den 
entsprechenden Triglyceriden. Die bedeutendste Veranderung 
wird dargestellt durch die Erhéhung der Dichte; wahrend jedoch 
die Olsiure nur sirupartig wird, werden Linolsaure, Linolen- 
sdiure und Isomere fest; in gleicher Zeit, wie diese Modifikationen 
eintreten, nimmt die Jodzahl ab. Die entstandenen Oxydations- 
produkte sind oxydierte, in Petrolither unlésliche Saéuren, in 
denen eine Substitution der H-Atome durch OH eintritt und 
Alkoholgruppen entstehen. 

Diesen analoge Erscheinungen wurden von den Biochemi- 
kern beobachtet. 

So erwahnt Thudichum’®) einige Oxydationsprodukte des 
Kephalins, die er als Oxykephalin, Peroxykephalin und Oxy- 


1) Gottlieb, Ann. de Chimie et de Phys. 57. 

*) Bromeis, ebenda 42. 

*) Mulder, Die Chemie der austrocknenden Ole. 

*) Berthelot, zit. in Enciclopedia di Chimica di Guerreschi. Turin. 
5) Cloéz, Bull. de la Soc. chim. de Paris 1865. 

*) Kissling, Zeitschr. f. angew. Chemie 1891. 

") Fahrion, ebenda 1898. 


*) Hazura, unter Mitarbeit von Bauer, Friedreich, Monatsh. 


f. Chem. 7, 8, 9, 10. 


®) Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirnes. Tii- 


bingen 1901. 
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kephaloidin bezeichnet, Erlandsen*) machte auf die Auto- 
oxydation einiger Phosphatide aufmerksam; er sah, da8 durch 
die Aussetzung an die Luft die Fettséuren des Lecithins oxydiert 
werden, wie aus der Verringerung der Jodzahl hervorgeht. AuBer- 
dem sah er, da8 das Cuorin sich durch Autooxydation an der 
Luft nach einiger Zeit in eine Substanz verwandelt, die von 
harzihnlicher Konsistenz und in Ather und anderen Lésungs- 
mitteln unléslich ist. 

In den letzten Jahren wurde die Selbstoxydabilitét der 
ungesattigten Lipoide auch zum Ausgangspunkt fiir einige bio- 
logische Untersuchungen und Lehren. So meint Frankel’), die 
ungesattigten Phosphatide spielten eine groBe Rolle bei der 
Zellenatmung, indem sie als Oxydasen funktionierten. Winter- 
stein®) fand mit Hilfe des von ihm modifizierten Thumbey- 
schen Mikrospirometers, daB das Froschriickenmark imstande 
ist, bedeutende O-Mengen zu absorbieren, und Scaffidi‘) fand 
nach demselben Verfahren, daB die vom Froschriickenmark 
wahrend der Wallerschen Degeneration absorbierte O-Menge 
deutlich gréBer ist als die des normalen Riickenmarks. Letzterer 
Autor glaubt, daB dies auf Spaltung komplexer Lipoide (Prota- 
gon?) beruhe. Signorelli®) bestatigt das Autooxydationsver- 
mégen der Lipoide, indem er den durch die Lipoidextrakte des 
Riickenmarkes absorbierten O miBt. Segale*) bringt mit der 
Autooxydation einiger Lipoidkomplexe das bactericide Vermégen 
derselben in Zusammenhang. SchlieBlich erinnere ich an die 
Beobachtung, daB einige Substanzen katalytisch wirken, d. h. 
die Autooxydationsprozesse der ungesattigten Fette und Lipoide 
beschleunigen. Bereits vor langer Zeit bemerkten so einige 
Autoren (Berthelot, Bishop usw.), daB die Bleisalze und das 
Manganresinat die Oxydation des Leinéls beschleunigen. 

Neuerdings beobachteten Warburg und Meyerhof’), daB 
das Lecithin, in Wasser suspendiert, sich in Gegenwart von 
Eisensalzen rasch bei bei gewdhnlicher Temperatur oxydiert. 

') Erlandsen, Zeitachr. f. phys. Chem. 1907. 

%) Frankel, Wiener med. Wochenschr. 1909. 

*) Winterstein, Zeitschr. f. allg. Phys. 1907. 

*) Scaffidi, diese Zeitschr. 1910. 

*) Signorelli, diese Zeitschr. 1910. 


*) Segale, Pathologica 1911. 
*) Warburg und Meyerhof, Zeitschr. f. phys. Chem. 85. 
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Zur besseren Begriindung der von mir weiter oben ange- 
deuteten Theorie iiber die Natur einiger Fettpigmente habe ich 
systematische Untersuchungen zur Feststellung der Verande- 
rungen angestellt, die verschiedene lipoide Substanzen durch 
Autooxydation erleiden, und dann die Eigenschaften dieser 
Oxylipoide mit denen der Fettpigmente verglichen. Zu diesem 
Zweck richtete ich mein Augenmerk hauptsichlich auf die all- 
gemeinen physikalischen Eigenschaften: Konsistenz und Farbe, 
Verhalten gegen Sauren, Alkalien usw. und Verhalten gegen 
die gebriuchlichsten Reagenzien bei der mikrochemischen Unter- 


suchung der Fettstoffe. 


Technik und Untersuchungsmaterial. 

Die von mir untersuchten Fettstoffe waren folgende: 

a) Glycerinester (Erba, Kahlbaum, Merck), 

b) Cholesterinester (Windaus’), 

c) Fettséuren und Seifen (Erba, Kahlbaum, Merck). 
d) verschiedene Phosphatide und Cerebroside (Frankel), 
e) Cholesterin (Merck), 

f) Lecithin, Cuorin, Leberdiphosphatid und direkt aus 

den entsprechenden Zellelementen extrahierte Lipoid- 


komplexe. 

Diese Substanzen wurden in 0,9°/,iger Kochsalzlésung oder 
in Ringerscher Lésung emulsioniert, in diinnen Schichten in Petri- 
Schalen oder in niedrige und weithalsige Erlenmeyer-K6lbchen 
gegossen und an der Luft stehen gelassen, wobei zur Erhaltung 
eines kaum feuchten Milieus von Zeit zu Zeit einige Tropfen 
Wasser zugegeben und zur Beférderung der Oxydation mit 
einem Glasstaibchen leicht umgeriihrt wurde. Dies war das all- 
gemeine Vorgehen. Daneben aber wurden verschiedene Be- 
dingungen experimentell erforscht: EinfluB des Lichtes und 
der Temperatur, steriles oder nicht steriles Milieu, Wirkung 
gegebener Substanzen. 

Resultate. 

Vor allem muB vorausgeschickt werden, wie iibrigens be- 

reits bekannt ist, daB die Fettstoffe iiberhaupt, wenn sie unter 


‘) Den Herren Professoren Windaus und Franke! spreche ich 
fiir die Freundlichkeit, mit der sie mir das angedeutete Untersuchungs- 
material zusandten, meinen herzlichsten Dank aus. 
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Luftabschlu8 gehalten werden, keine merklichen Verinderungen 
erfahren und auch durch Aussetzung an die Luft die gesattigten 
Substanzen und Cholesterin, unter welchen Bedingungen auch 
immer die Versuche vorgenommen wurden, selbst nach langer 
Zeit keine bemerkenswerten Veranderungen aufweisen, wenig- 
stens was die uns hier interessierenden EKigenschaften anbelangt. 

Dagegen gehen die ungesattigten Fettstoffe je nach ihrem 
chemischen Bau, der Zeit und den Bedingungen, unter denen 
die Autooxydation erfolgt, mehr oder weniger bedeutenden 
Anderungen entgegen. 

I. Nach dieser Feststellung berichte ich zunichst iiber die 
von verschiedenen ungesittigten Substanzen in der Zeit bei 
gleichbleibenden auBeren Bedingungen: LichtabschluB, Tempe- 
ratur unter 15°, sterilem feuchtem Milieu, Verteilung in diinnen 
Schichten, erlittenen Verinderungen. 

Olsiure. In dem MaBe, wie die Zeit fortschreitet, wird 
diese Saiure immer dicker und schlieBlich sirupartig, doch habe 
ich bis jetzt, d. h. nach 2 Jahren, nie ein Festwerden be- 
obachtet. 

Die Farbe wird nach einigen Monaten gelblich und weiter- 
hin immer intensiver bis schmutziggelb, was sie lange Zeit 
hindurch bleibt. Die Léslichkeit in den verschiedenen Lésungs- 
mitteln iiberhaupt hat sich vermindert und auf die Dauer wird 
Unléslichkeit in Petrolaither beobachtet. 

Mit H,SO, wird sie braunrot; mit einer Normallésung von 
KOH verseift sie; gegen die Fettreagenzien verhalt sie sich 
wie die gewohnlichen Fettsaiuren (s. Tabelle I). 

Linol- und Linolensaure. Diese Sauren erleiden viel 
raschere und bedeutendere Veranderungen als die Olsiure, na- 
mentlich die zweite, So nimmt die Konsistenz mit der Zeit 
immer mehr zu und wird schlieBlich fest. Die Farbe wird zu- 
nachst bernsteingelb und schlagt dann allmahlich in schmutzig- 
gelb, braungelb um, bis sie braunrot wird. 

Die Léslichkeit zeigt ebenfalls bedeutende Anderungen. 
Zunichst werden diese Saiuren unldslich in Ather, Petrolather 
und Benzin; spiaterhin, wenn sie eine braunrote Farbe an- 
nehmen, sind sie auch in Xylol, Benzol und Aceton unléslich, 
wenig, aber vollkommen léslich in Chloroform und Alkohol. 
Nach ungefihr 6 Monaten endlich besteht nur eine partielle 
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Léslichkeit in Alkohol und Chloroform in der Warme; ich sage 
partielle Léslichkeit, weil unter dem Einflu8 dieser Lésungs- 
mittel zwei Substanzen isoliert werden kénnen, von denen die 
eine unter Gelbfirbung des Lésungsmittels in Lésung geht, 
wabrend die andere ungelést bleibt und eine kérnige schmutzig- 
gelbliche Masse bildet; durch wiederholtes Auswaschen mit 
warmem Alkohol und Chloroform isoliert, zeigt sich letztere 
immer unléslich. 

Was das Verhalten dieser Oxydationsprodukte angeht, so 
verzeichnen wir folgendes: 

Bestindigkeit gegen H,SO,, mit der man eine intensiv 
weinrote Farbung bekommt, die in schwarzbraun iibergeht. 

Bestindigkeit gegen KOH in den vorgeriickten Oxydations- 
zustanden; doch wird mehr oder weniger ausgeprigte Ent- 
farbung erhalten. Mit den Fettreagenzien bekommt man ein 
analoges Verhalten wie bei den gewohnlichen Fettsiuren; nur 
in den vorgeriickten Oxydationszusténden geben Os0, bzw. 
das Marchische Verfahren eine Braunfarbung. 

Glycerin- und Cholesterinester. Die Glycerinester 
(Olein, Linolein) erleiden, obwohl erst nach langerer Zeit und 
nur partiell, analoge Verainderungen wie die entsprechenden 
Fettsiuren; zu gleicher Zeit werden Spaltungsprozesse beobach- 
tet, die sich chemisch und mikrochemisch durch Nachweis der 
Fettsiuren deutlich dartun lassen. 

Das Cholesterinoleat dagegen zeigt sich viel widerstands- 
kraftiger als die Glycerinester, und nach ungefahr 2 Jahren wird 
in ihm nur eine gelbliche Farbung, eine wachsartige Konsi- 
stenz und Anwesenheit von kleinen Mengen Fettséiuren wahr- 
genommen. 

Phosphatide. Ich habe Versuche angestellt mit: 

Monoaminophosphatiden: Lecithin, aus Hiihnerei nach 
dem Erlandsenschen Verfahren extrahiert; Kephalin und Myelin 
(Frankel). 

Monoaminodiphosphatiden: Cuorin aus dem Hunde- 
herzmuskel und Leberdiphosphatid von demselben Tiere, ex- 
trahiert nach dem Verfahren von Erlandsen. 

Triaminodiphosphatiden: Sahidin (Franke)). 

Diese Lipoide weisen die bedeutendsten Veriainderungen 
auf; die Konsistenz ist je nach dem Feuchtigkeitsgehalt des 
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Milieus fest oder wachsartig. Die Farbe wechselt mit der Zeit 
und je nach der Art: die raschesten und starksten Verande- 
rungen werden beim Cuorin und beim Leberdiphosphatid 
beobachtet, die bereits in wenig Tagen braunrot werden; es 
folgen dann nacheinander das Kephalin, Lecithin, Myelin; das 
Sahidin erwirbt erst nach einigen Monaten eine briunlichgelbe 
Farbe. 

Die Léslichkeit in den verschiedenen geeigneten Lésungs- 
mitteln nimmt immer mehr ab bis zur Unléslichkeit selbst in 
der Warme; diese Grenze tritt zuerst beim Cuorin und Leber- 
diphosphatid ein und dann beim Kephalin, Lecithin, Myelin, 
Sahidin; stets jedoch erst nach einigen Monaten. 

Hinsichtlich des Verhaltens dieser oxydierten Lipoide ist 
folgendes zu verzeichnen: 

Mit H,SO, werden sie zuerst braunrot und dann schwarz- 
lichbraun. 

Mit KOH werden sie fadenziehend und bei der mikro- 
skopischen Beobachtung sieht man Bildung von Myelinfiguren. 

Gegen die Fettreagenzien verhalten sie sich im allgemeinen 
wie die nicht oxydierten Phospatide, nur da8 OsO, iiberhaupt 
nicht reduziert wird und sie nach dem Fischlerschen Ver- 
fahren nur eine leichte griinliche Farbe annehmen, und das 
auch nicht immer. 

II. Nach Feststellung dieser allgemeinen Eigenschaften, 
denen die ungesattigten Fettstoffe durch die Autooxydation 
entgegengehen, wollte ich durch eine weitere Reihe von Unter- 
suchungen den Einflu8 bestimmen, den einige Faktoren auf die 
Geschwindigkeit der Autooxydation selbst ausiiben. 

Was die Temperatur anbetrifft, so scheint die Auto- 
oxydation bei 37° ein wenig rascher als bei Zimmertemperatur 
zu gehen; dasselbe tritt ein, wenn die Substanzen dem diffusen 
Tageslicht ausgesetzt sind. 

Keine bemerkenswerten Erscheinungen werden in bezug 
auf die Fettsaiuren beobachtet, wenn die Autooxydation in 
sterilem oder nicht sterilem Milieu erfolgt. Nur bei Phospha- 
tiden und ein wenig auch bei den Glycerinestern, die ohne 
weiteres an der Luft in feuchtem Milieu stehen gelassen werden, 
ist das Freiwerden von Fettsiuren stairker als in sterilem 
Milieu. 
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SchlieBlich habe ich besondere Untersuchungen iiber den 
EinfluB angestellt, den einige Substanzen, und zwar hauptsach- 
lich das Cholesterin und verschiedene Eisen-, Mangan- und 
Magnesiumsalze auf die Geschwindigkeit der Autooxydation 
ausiiben. 

Reines Cholesterin wird, wie bereits angedeutet, obwohl es 
eine ungesattigte Verbindung ist, durch die Autooxydation in 
seinen physikalischen und mikrochemischen Eigenschaften nicht 
bemerkenswert veraindert. Wird dagegen diese Substanz in 
verschiedenem Verhialtnis mit Fettsiuren und ungesattigten 
Phosphatiden gemischt, so bemerkt man eine deutliche Be- 
schleunigung in der Autooxydation des Lipoidkomplexes. Bei 
den Cholesterin-Fettsiuregemischen werden die besten Resultate 
besonders dann erhalten, wenn Cholesterin und Saure in equi- 
molekularen Mengen zusammengebracht werden. 

Die Autooxydation ist sodann bedeutend beschleunigt bei 
Gegenwart von Mn-, Fe-, Mg-Salzen, auch wenn diese in kleinen 
Mengen zugesetzt werden. 

Hierzu werden verschieden konzentrierte Salzlésungen her- 
gestellt und mit Aufschwemmungen der verschiedenen Lipoide 
in Wasser vermischt; die Mischung wird in Petrischalen ver- 
teilt, Temperatur 36°, das Milieu wird wie gewohnlich leicht 
feucht gehalten. 

Die unter diesen Bedingungen beobachteten Erscheinungen 
lassen sich folgendermaBen zusammenfassen: 

a) Die Autooxydation der ungesiattigten Lipoide wird durch 
die Anwesenheit der genannten Salze bedeutend beschleunigt. 

b) Die Wirkung dieser Salze macht sich mit verschiedener 
Schnelligkeit bemerkbar, je nach der Natur des Fettstoffes, und 
zwar in der bei der ersten Serie von Untersuchungen an- 
gedeuteten Reihenfolge. 

Die Diphosphatide werden braunrot und schon nach 2 bis 
3 Tagen unléslich in den Lésungsmitteln; Kephalin nach 5 bis 6, 

Lecithin nach 10 bis 12 Tagen, Myelin und Sahidin nach 2 Wochen 
oder wenig mehr. 

Linolsiure und Linolenséure zeigen nach wenig Tagen die- 
selben Veranderungen, die unter gewohnlichen Verhiltnissen nach 
mehreren Monaten eintreten; bei lingerer Einwirkung werden 
sie iiberdies in den Lésungsmitteln auch in der Warme voll- 
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kommen unléslich und bekommen eine braunrote Farbung, feste 
Konsistenz, kérniges Aussehen. 

Die Olsiure wird, besonders wenn mit Cholesterin zu- 
sammengebracht, im Gegensatz zu dem, was wir bei den Unter- 
suchungen der 1. Reihe gesehen haben, nach ca. 3 Monaten 
fast fest, von kérnigem Aussehen, braungelb, unléslich oder fast 
unléslich in den Lésungsmitteln, auch in der Warme, gegen 
H,SO, und KOH bestandig. 

Auch in diesen Fallen ist das Verhalten gegen die Fett- 
reagenzien ahnlich dem in der 1. Reihe von Untersuchungen 
erwahnten. 

c) Die katalytische Wirkung dieser Salze beruht im wesent- 
lichen auf dem Kation und ist unter sonst gleichbleibenden 
Bedingungen am stirksten beim Mn, am schwichsten beim Mg. 

Ich habe auch Untersuchungen iiber die Jodzahl angestellt, 
und zwar selbstverstandlich bis zu dem Punkt, wo die Sub- 
stanzen noch in Chloroform léslich waren. Ohne auf Einzel- 
heiten einzugehen, bemerke ich, daB sowohl bei der Olsiure 
und Linolsiure wie bei den Phosphatiden die Jodzahl zuerst, 
und zwar besonders in der 1. Woche rasch herabgeht, wahrend 
sie spaterhin langsam abnimmt, um dann schlieBlich nur noch 
leichte Schwankungen zu erfahren. Unter dem EinfluB der 
vorerwahnten katalytischen Agenzien treten diese Erscheinungen 
in denselben Proportionen, aber beschleunigt, ein. 

III. Als Erginzung zu diesen Daten fiihre ich auch fol- 
gende Untersuchungen iiber das Verhalten einiger der Auto- 
oxydation unterzogener Zellipoide an. 

Aus speziellen von mir angestellten morphologischen und 
histochemischen Untersuchungen, die dann von anderer Seite 
bestitigt wurden, geht hervor, daS in einigen Zellelementen 
(den Nebennieren, dem Corpus luteum, den Leydigschen und 
Schrénschen interstitiellen Zellen, den Ciaccioschen inter- 
stitiellen Lipoidzellen) die Lipoidstoffe einem metabolischen 
Cyclus entgegengehen, bei dem die letzte Phase durch das so- 
genannte Fettpigment dargestellt wird. Diese Erscheinungen 
treten besonders charakteristisch im Corpus luteum auf, in dem 
drei Hauptperioden unterschieden werden k6nnen, die nach- 
einander ausgezeichnet sind durch das iiberwiegende Vorhan- 
densein von Glycerin- und Cholesterinestern, dann durch das 
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Uberwiegen von Lipoiden im engeren Sinne und endlich durch 
die Anwesenheit eines goldgelben Pigmentes, das zwar samt- 
liche mikrochemischen Eigenschaften der Lipoide besitzt, aber 
in den organischen Lésungsmitteln auch in der Warme unlis- 
lich ist und gegen Sauren und Alkalien recht bestandig ist. 
Eben dieses Material schien mir zur Anstellung einiger Ver- 
suche besonders geeignet. 

Ein frisches Hunde-Corpus-luteum in der 2. Periode wird 
in zwei Stiickchen zerlegt, deren eines als Kontrolle fiir histo- 
chemische Untersuchungen dient, wahrend das andere, ausgiebig 
und wiederholt in steriler Ringerscher Lésung gewaschen, der 
aseptischen Autolyse in feuchtem Milieu bei 37° iiberlassen wird. 
Unter diesen Bedingungen bemerkt man nach einer Woche, 
daB, wihrend in dem Kontrollstiick die Lipoidtrépfchen farb- 
los oder kaum gelblich und in den Lésungsmitteln léslich sind, 
in dem in Autolyse begriffenen Stiickchen dagegen, und zwar 
besonders in den oberflachlichen Schichten, gelbe oder gold- 
gelbe, siure- und alkalibestandige Tropfen beobachtet werden, 
die gréBtenteils in den Lésungsmitteln unléslich sind oder wo- 
von sich nur noch einige teilweise oder ganz in Alkohol und 
Chloroform in der Warme lésen. 

In ahnlicher Weise verwandeln sich die Alkohol-Ather- 
extrakte von Corpus luteum in derselben Phase, wenn sie ver- 
dampft, in 0,9°/,iger Kochsalzlésung emulsioniert und der Auto- 
oxydation bei 37° iiberlassen werden, allmahlich in immer 
starker gefirbte Produkte und zeigen sich nach wenigen Wochen 
in den Lésungsmitteln vollkommen unléslich. 


Aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen geht also 
deutlich hervor, daB die ungesiattigten Fettstoffe infolge von 
Autooxydationsprozessen bedeutenden Veranderungen in Kon- 
sistenz, Farbe und Verhalten gegen Sauren, Alkalien und die 
gebrauchlichsten Reagenzien fiir die mikrochemische Unter- 
suchung auf Lipoidstoffe entgegengehen, Veranderungen, die 
sich andererseits vollkommen mit denen der sogenannten Fett- 
pigmente decken, die in vielen Zellelementen angetroffen wer- 
den (s. Tabelle I und II dieser Mitteilung und die Tabelle in 
der Arbeit von Hueck). 
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Daher ist die noch heute von der Mehrheit der Autoren 
verfochtene Theorie nicht berechtigt, daB die Fettpigmente 
notwendig als Pigment-Fettkomplexe zu betrachten seien. Da- 
mit will ich aber nicht ausschlieBen, da8 solche Komplexe 
auch in den Zellen angetroffen werden kénnen. 

Behufs einer scharfen Individualisierung der reinen Fett- 
pigmente halte ich es fiir zweckmaBig, die Eigenschaften der 
anderen Pigmente bzw. Pigment-Fettkomplexe festzulegen. Was 
die verschiedenen Kategorien reiner Farbstoffe anbelangt, so 
ergibt sich aus den neuerlichen Untersuchungen von Hueck, 
daB sie voneinander scharf differenzierbar sind, was ich nach 
einer systematischen Untersuchung der verschiedenen Farbstoffe 
in vitro: Melanine verschiedener Herkunft, Himoglobin, Methi- 
moglobin, Hamatin, Himochromogen, Gallenfarbstoffe, Himato- 
porphyrin, bestatigen kann. 

Was die Pigmentkomplexe anbelangt, so miissen wir natiir- 
lich untersuchen die Méglichkeit der Vergesellschaftlichung 
eines Fettstoffes 1. mit den Melaninen und 2. mit den Blut- 
farbstoffen. 

1. Die Melanine als solche kénnten wegen ihrer Unldslich- 
keit in den Fettstoffen kaum Pigment-Fettkomplexe bilden, und 
nur auf Grund einiger Tatsachen lat sich entweder an eine 
eventuelle Assoziation gegebener Lipoidstoffe mit einigen aus 
Proteinen abstammenden Farbstoffbildnern, die sich spaterhin 
in Melanine verwandeln, oder an den Abbau der einen Be- 
standteil der Lipoproteidkomplexe ausmachenden Proteidgruppe 
denken. In diesem Sinne sind meiner Ansicht nach die Be- 
funde K reibichs') zu deuten, der im Innern von mit Sudan III 
farbbaren Lipoidtrépfchen die Anwesenheit von Melaninen, und 
zwar hiaufig in krystallinischer Form beobachtet hatte und des- 
halb schlieBen zu kénnen glaubt, daB die Lipoidstoffe sich 
direkt in Melanine verwandeln kénnen. 

In gleicher Weise habe ich in einigen Fallen, und zwar 
besonders in den Corpora lutea der Amphibien im Innern von 
mit Sudan farbbaren Trépfchen schwarzbraune Pigmentkérner 
beobachtet, die gegen diesen Farbstoff indifferent und in den 
Alkalien etwas léslich waren. 


1) Kreibich, Berl. med. Wochenschr. 1911, Nr. 34; 1012, Nr. 9. 
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Tabelle I. Eigenschaften der Oxylipoide (nec! 
Léslich- |H,O,und — 
ae keit in | andere 
Substanzen siden Farbe | denFett- | Blei- Sauren | Alkalien | AgNO, 
mM Ost 
lésungs- | chungs- 
mitteln | mittel 
1. Olsiure sirupartig|schmutzig-| unléslich | entfarbt -~ Ver- semen ae 
gelb | in Petrol- | sich seifung = we 
ather - 
2. Linol- und| wachs- | braunrot | teilweise - unléslich ;| unléslich - b 
Linolen- artig, léslich in mit H,SO, — 
séure fast fest Alkohol u. braunrote 
Chloroform Farbung 
3, Oledure wachs- braungelb| unldéslich : ” ” . 
-+Mn, Fe] artig , 
oder Mg 
4. Linolséure | fast fest | braunrot . , ” Bildung . ‘ 
-+ Mn, Fe, von Mye- 
linfiguren 
s iphos- ” ” ” 6 r n 
3 phatide negat 
<i |Kephalin | wachsart. 
&) Lecithin 
| — 
~ : ; 
ws — } n braungelb ” ” ” n 
Tabelle II. Eigenschaften dur tes 
Léslichkeit me — 
Kon- in den Fett- * 7 : 
i onl Farbe ” Wieunge- tl Saéuren | Alkalien | AgNO, | 0s0, Mar 
mitteln | mittel 
——— 
Hilt den | gelb oder | zuweilen un-| Entfar- | bestan- | unlés- | negativ | zuweilen suwe 
Druckdes| braun- | léslich, zu-| bung | dig; mit | lich, nur schwarz- hone 
Deckglias-| gelb weilen in H,SO, | zuweilen braun, ods 
chens aus einigen Lé- braun- | gelockert zuweilen echw: 
sungsmitteln rote braun, bras 
mehr od. we- Farbung zuweilen suwel 
niger léslich negativ nega 
Diese Befunde kénnten auf folgende Weisen gedeutet 
werden: 
a) Die Chromogene der Melanine, die anscheinend der 
aromatischen Gruppe des Proteinmolekiils angehéren, vereinigen 
sich mit den Lipoiden; infolge von Oxydationsprozessen be- 
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(nach vorgeriickter Autooxydation in vitro). 
- | i 
o, | Marchi | trel. | Nitbiaw | Sudan 111 | Ciscoio | Smith- | piso 
080, me pn | Dietrich ——— 
| 
ae | | | 
schwarz schwarz- positiv, blau 0 |orangerot| positiv nach| positiv 
braun | braun orangerot | 3 bis 4 tagiger 
| Chrom- 
behandlung 
braun braun } 9” * ” - . 
| 
| | 
- n ” | ” rn y 
| 
negativ | negativ »  |blau oder orange orange | positiv nach| negativ 
blaulich ltagiger | oder fast 
. wenig re- | _ Chrom- negativ 
sistent gegen | behandlung positiv bei 
Entfarbung Gegenwart 
| mit Alkohol | von Fe 
| 50° | | 
der intracellularen Chromolipoide, 
. | Neutral- , i Smith- . 
Marchi ne Nilblau | Sudan III} Ciaccio Dietrich Fischler 
tuweilen | positiv | blau oder gelb- gelb- | zuweilen posi-| zuweilen 
braun blaulich orange orange | tiv nach 3 bis| _positiv, 
oder oder oder oder 4tagig.Chrom-| zuweilen 
schwarz- violett- orange- orange- | behandlung, negativ 
braun, blau rot rot zuweilen nach 
zuweilen 1 Tag 
negativ 




















kommt man die Bildung von Melaninen und eventuell von 
Fettpigment, 

b) In einigen Lipoproteidkomplexen, aus denen einige 
Zellstrukturen (Chondriosome, Plasmosome usw.) zu bestehen 
scheinen, werden durch Einwirkung von Fermenten auf die 
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Proteine Farbstoffbildner frei, die sich spaterhin in Melanine 
verwandeln. 

Welches auch immer die Entstehung dieser Komplexe sein 
mag, 80 lassen sich die Melanine und das Lipoid oder Fett- 
pigment durch ihre morphologische Individualisierung bzw. 
durch ihre mikrophysikalischen und mikrochemischen Eigen- 
schaften meist leicht charakterisieren. 

In der Tat farben sich die Lipoid- oder Fettpigmentrépf- 
chen mit Sudan III, wahrend die Melaninkérner oder -krystalle 
ihre urspriingliche Farbe unverandert beibehalten. 

Unter einigen Bedingungen jedoch ist es méglich, daB einige 
Trépfchen, obwohl sie aus einem Pigment-Fettkomplex bestehen, 
ein morphologisch homogenes, monophasisches System bilden. In 
diesen Fallen ist die Farbe nicht gelb, sondern braungrau oder 
schwarzlichbraun, Osmiumsaure gibt Schwarzfirbung auch nach 
Behandlung mit den Lésungsmitteln bzw. man bekommt Reduk- 
tion von AgNO,. Diese Eigenschaften kommen, wie man nament- 
lich seit den Untersuchungen Huecks weiB, den Melaninen zu. 

Was die Assoziation von Blutfarbstoffen mit Lipoidstoffen 
anbelangt, so habe ich') bereits darauf aufmerksam gemacht. 
So werden in den blutbildenden Geweben infolge von Erythro- 
lyseprozessen im Protoplasma der Phagocyten gelbbraune oder 
rétlichbraune Pigmentkérper oder -blécke beobachtet, die sich 
in einigen Fallen elektiv mit den Fettfarben farben, wahrend 
sie andererseits deutlich die Eisenreaktion geben. Auf Grund 
einer Reihe morphologischer und chemischer Daten bin ich zur 
Annahme gefiihrt worden, daB diese Gebilde aus einem Pig- 
ment-Fettkomplex bestehen, und auch Hueck vertritt neuer- 
dings eine ahnliche Anschauung. 

Centanni’) andererseits hat wahrend der Autolyse eines 
Tumors die Anwesenheit von Lipoidtrépfchen beobachtet, die 
in ihrem Innern Haimochromogenkrystalle enthielten, Zur Er- 
klarung dieses Befundes stellte er geeignete Untersuchungen in 
vitro an und kam zu dem SchluB, daB sich das Hamatin unter 
gegebenen Verhiltnissen in den Fettstoffen lost und es, wenn 
diese ungesattigt sind, zu Hamochromogen reduziert wird, das, 
in dem Mittel unléslich, in Krystallen ausfallt. 


1) ©. Ciaccio, Folia Haematologica 7 u. 8. 
*) Centanni, Societd Italiana di Biochimica 1911. 
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Aus einer in der Hinsicht von mir angestellten Reihe von 
Untersuchungen geht hervor, daB es méglich ist,'in vitro ver- 
schiedene Komplexe zwischen Fettsubstanzen und Blutfarb- 
stoffen zu reproduzieren, deren Eigenschaften sich mit denen 
decken, die gewohnlich in den Zellen angetroffen werden und 
die ich hier auffiihren will. 


A. Fett-Haimoglobinkomplexe. 


Komplexe von Hamoglobin und verschiedenen Phosphatiden 
habe ich leicht erhalten kénnen, indem ich in den Hauptlinien 
die von einigen Autoren, namentlich von Galeotti und Giam- 
palmo’) fiir die Lecithalbumine verwandte Technik benutzte: 

Es werden einerseits verschieden konzentrierte Himoglobin- 
lésungen und andererseits Emulsionen von Phosphatiden (Leci- 
thin, Kephalin, Myelin, Sahidin, Cuorin) in Vereinigung mit 
Cholesterin oder nicht hergestellt. Durch Vermischung der 
beiden Substanzarten miteinander wird ein braunes Pricipitat 
erhalten, das sich nach einer gewissen Zeit auf dem Boden 
absetzt; die Fallung wird durch eine schwache Essig- oder 
Salzsaurelésung begiinstigt. 

Das erhaltene, wiederholt ausgewaschene und zentrifugierte 
Pracipitat weist ahnliche Eigenschaften auf wie die Lecith- 
albumine, nur da es je nach der Menge an Himoglobin einen 
vom Gelbbraun bis zum Rotbraun gehenden Farbenton zeigt. 
So ist es unldslich in Wasser, neutralen Salzen und schwachen 
Sauren; léslich in alkalischen Lésungen; unléslich in Petrol- 
dither, Benzin, Aceton und Methylacetat; mit heiBem Alkohoi 
Chloroform, Xylol und Benzol erhalt man eine Lésung, die 
zum gréBten Teil aus Phosphatid besteht, wahrend eine braune 
Substanz, bestehend aus Hamoglobin oder Methaimoglobin, un- 
aufgelést bleibt. 

Dieser Komplex verwandelt sich, an der Luft stehen ge- 
lassen, in einen schwarzbraunen Korper von fester Konsistenz, 
der in den verschiedenen oben angegebenen Lésungsmitteln 
unldslich ist. 

Was sodann das Verhalten gegen die Reagenzien der Fett- 
stoffe anbelangt, so ist zu verzeichnen: negatives Verhalten 
gegen OsO,, Marchi, Sudan III, Ciaccio; positives Verhalten 


1) Galeotti und Giampalmo, Archivio di Fisiologica 5, 1908. 
Biochemische Zeitechrift Band 69. 22 
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gegen das Verfahren von Smith-Dietrich und Fischler; 
blaue oder griinlichblaue Farbung mit Nilblau und schwache 
Rosafarbung mit Neutralrot. 


B. Fett-Haimatinkomplexe. 


Zunichst kann ich voll und ganz die vorerwahnten Unter- 
suchungsergebnisse von Centanni bestatigen. In der Tat 
konnte ich Komplexe von Himatin und Fettsiuren erhalten, 
die wahrscheinlich als Lésungen aufgefaBt werden miissen. 

Andererseits habe ich mit Leichtigkeit auch aus Himatin 
und Phosphatiden bestehende Komplexe erhalten kénnen. 

Diese Komplexe von schwarzlichbrauner Farbe emulsio- 
nieren leicht in Wasser und 0,9°/,iger Kochsalzlésung und 
zeigen sich unter dem Mikroskop durch briunlichgelbe Trépf- 
chen gebildet. Sie sind in schwachen Alkalien mehr oder 
weniger leicht léslich. Mit selbst schwachen Salzsiiurelésungen 
geht das Himatin in Lésung, waihrend das Lipoid entfarbt er- 
scheint. In geeigneten organischen Lésungsmitteln sind sie 
ganz oder teilweise léslich. 

An der Luft stehen gelassen, zeigen sie sich nach langer 
Zeit unléslich in den organischen Lésungsmitteln, doch geht 
unter dem EinfluB von HCl das Hamatin in Lésung und es 
bleibt eine braungelbe Masse zuriick, die simtliche Eigen- 
schaften der oxydierten Lipoide besitzt. 

Mit den Reagenzien der Fettstoffe bekommt man_posi- 
tives Verhalten. 

In diesen Fallen also ist es leicht, durch geeignete Mittel 
das Himatin zu extrahieren und das Lipoid frei zu erhalten. 

Ahnliche Komplexe lassen sich auch mit dem Hamato- 
porphyrin und dem Bilirubin erhalten. 

Aus diesen Untersuchungen ersehen wir also, daB das 
Hamoglobin und das Himatin Komplexe mit den Lipoiden 
bilden kénnen. Beim Hamoglobin handelt es sich um lecith- 
albuminahnliche Substanzen, beim Himatin dagegen wabhrschein- 
lich um eine Lésung dieser Substanz im Lipoid. 

Durch Oxydation dieser Komplexe gehen die Lipoide 
analogen Verainderungen entgegen, wie wir sie bei diesen Sub- 
stanzen im Reinzustand gesehen haben, wahrend sich das Himo- 
globin in Methimoglobin verwandelt. 
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Es ist die Annahme naheliegend, daB auch im Innern der 
Zellelemente analoge Verhaltnisse auftreten kénnen, was durch 
zwei Reihen von Erscheinungen begriindet wird: 

1. Die roten Blutkérperchen sind auBer durch Himoglobin 
und andere Proteide auch durch verschiedene Lipoidstoffe ge- 
bildet, und es liegt nahe anzunehmen, daB wihrend der Lyse- 
vorginge die verschiedenen freiwerdenden Bestandteile auf ver- 
schiedene Weise zusammentreten und spiterhin verschiedenen 
Verainderungen entgegengehen. 

2. Wahrend der Erythrolysevorgiinge stehen wir vor Kom- 
plexen, die in einigen Fallen ihren mikrophysikalischen und 
mikrochemischen Eigenschaften nach auf die oben angedeuteten 
zuriickgefiihrt werden kénnen; in anderen Fallen handelt es 
sich um kompliziertere Vereinigungen, beruhend wahrscheinlich 
auf der Anwesenheit von Spaltungsprodukten, denen der pig- 
mentierte Kern des Himoglobins entgegengeht; in noch anderen 
Fallen endlich handelt es sich um reine Blutfarbstoffe. 

Ich deute vorliufig diese Erscheinungen bloB an, da ich 
in einer demnichstigen Mitteilung itiber die Hamolyse darauf 
werde zuriickkommen miissen. Bemerken will ich hier nur, 
daB es mit verschiedenen Mitteln wie Séuren, Alkalien, kiinst- 
licher Verdauung moglich ist, die Lipoide bzw. die reinen Feit- 
pigmente oder Chromolipoide von anderen assoziierten Pig- 
menten zu individualisieren, 


Schliisse. 


Aus den oben mitgeteilten Untersuchungen geht hervor, 
daB die ungesittigten Fettstoffe autooxydabel sind und durch 
die Autooxydation bedeutende Verinderungen in der Farbe, 
der Konsistenz, den Léslichkeitsverhaltnissen, dem Verhalien 
gegen Alkalien und Siuren erleiden, wihrend sie ihre urspriing- 
liche Charakteristik, sich positiv gegen die gebrauchlichen Rea- 
genzien auf die Lipoidstoffe zu verhalten, beibehalten. 

Die Autooxydation wird durch einige Substanzen wie Fe, 
Mn, Mg bedeutend beschleunigt. 

Die Eigenschaften dieser Oxydationsprodukte decken sich 
mit denen der sogenannten Fettpigmente oder Lipofuscine, 
denen man in einigen normalen und pathologischen Zell- 


elementen zu begegnen pflegt. 
99% 


oe 
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Auf Grund dieser Daten halte ich mich fiir berechtigt, 
auf das Vorhandensein von speziellen intracellularen Farbstoffen 
zu schlieBen, die als Autooxydationsprodukte von ungesattigten 
Lipoiden betrachtet werden miissen. 

Im Hinblick auf ihren Ursprung wire die passendste 
Bezeichnung Oxylipoide; will man aber einerseits an ihre 
Charakteristik als Fettpigmente erinnern und sie andererseits 
von den Lipochromen unterscheiden, so kénnte man ihnen die 
schon friiher von mir verwendete Bezeichnung Chromo- 
lipoide beilegen. 

Auf Grund der mikrochemischen Eigenschaften ist es még- 
lich, diese Pigmente nicht nur von den anderen elementaren 
Pigmenttypen, sondern auch von den Fettpigmentkomplexen zu 
differenzieren. Uberdies ist es, wie aus den beigegebenen Ta- 
bellen hervorgeht, méglich, verschiedene Oxydationsstufen dieser 
Substanzen abzutrennen und, wenn sie im Reinzustand vor- 
liegen, auch zwei Grundtypen in bezug auf ihre chemische 
Natur, namlich: 

a) Chromolipoide, die aus den Phosphatiden entstehen, 

b) Chromolipoide, die aus den Fettséuren entstehen. 

Die ersten waren hauptsachlich ausgezeichnet durch die 
schwache Farbbarkeit mit Sudan III und mit Scharlach R, durch 
das negative oder fast negative Verhalten gegen das Verfahren 
von Fischler und durch das positive Verhalten nach kurzer 
Chrombehandlung gegen das Verfahren von Smith-Dietrich. 

Die zweiten dagegen sind ausgezeichnet durch intensive 
Farbung mit Sudan und Scharlach, durch das deutlich positive 
Verhalten gegen das Verfahren von Fischler und gegen das 
Verfahren von Smith-Dietrich nach langer Chrombehandlung. 
Zu bemerken ist jedoch, daB die Verfahren von Fischler und 
Smith-Dietrich auch mit differenten Substanzen wie Ca, Fe 
usw. positive Resultate geben, die jedoch, wenigstens in einigen 
Fallen, durch eine Vorbehandlung mit Salzsiurelésung entfernt 
werden kénnten. 

Aus den Eigenschaften dieser Substanzen kénnen wir uns 
leicht die verschiedenen SchluBfolgerungen erklaéren, zu denen 
die verschiedenen Autoren gelangt sind, die gesucht haben, 
den mit dem vermeinten Fettpigmentkomplex verbundenen 
Lipoidstoff chemisch zu charakterisieren. 
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Hinsichtlich der biologischen Bedeutung dieser Substanzen 
schlieBe ich mich der Anschauung vieler Forscher an, daB sie 
katabolische Produkte darstellen, daher der Name ,,Abnuitz- 
pigment“. Somit kénnte man annehmen, daB die Autooxyda- 
tion der ungesattigten Lipoide je nach den Fallen einen ver- 
schiedenen Wert hat. Unter einigen Verhialtnissen fixieren so 
diese Substanzen den Sauerstoff labil und wirken als Peroxyde 
oder Oxydasen, wo der Sauerstoff leicht an andere Substanzen 
abgegeben werden kann; unter anderen Verhiltnissen dagegen, 
wie es bei den Chromolipoiden der Fall ist, wird der Sauer- 
stoff stabil gebunden und kann somit nicht an andere Kérper 
abgegeben werden. Mit anderen Worten, es wiirde etwas Ahn- 
liches eintreten wie beim Hiamoglobin, wo der Sauerstoff auf 
zwei verschiedene Weisen gebunden werden kann, wie beim 
Oxyhamoglobin bzw. beim Methamoglobin. 

Eine wichtige Frage ist auch die nach dem Schicksal der 
Chromolipiode. In der Tat hat man sich zu fragen, ob sie als 
solche in den Zellen verbleiben oder weitere Umwandlungen 
erleiden. Ich neige zur zweiten Eventualitaét, weil Zellen, die 
gewohnlich reich an diesen Substanzen sind, unter einigen Ver- 
haltnissen frei davon sind und dagegen nicht oxydierte Lipoid- 
kérnchen oder -trépfchen enthalten kénnen. Diese Tatsache 
kénnte auf zweierlei Weise gedeutet werden: entweder zerfallen 
die Chromolipoide durch weitere energische Oxydation in 
Substanzen, die in den KOrperfliissigkeiten léslich sind, oder 
aber sie gehen einem besonderen ProzeB entgegen, in dem der 
fixierte O frei wird, so daB diese Substanzen die Eigenschaften 
der urspriinglichen wieder erlangen. 








Nihrstoffbilanzen fiir Rohstoffe und ihre Erzeugnisse 
bei der alkoholischen Girung. 


Von 
Wilhelm V6ltz. 


(Aus der ernihrungsphysiologischen Abteilung des Instituts fiir Garungs- 
gewerbe der Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin.) 


(Hingegangen am 19. Februar 1915.) 


EinigermaBen genaue Aufstellungen iiber den durchschnitt- 
lichen Gehalt an ausnutzbaren Niahrstoffen in den Rohstoffen 
fiir die alkoholische Girung einerseits und in ihren Erzeug- 
nissen andererseits liegen meines Wissens bisher nicht vor, sie 
sollen daher in der vorliegenden Arbeit erfolgen. Bei den er- 
forderlichen Berechnungen, die ich fiir zwei der wichtigsten 
Zweige des Giarungsgewerbes, die Bierbrauerei und die Kar- 
toffelbrennerei, durchgefiihrt habe, hat mich der Assistent an 
der ernihrungsphysiologischen Abteilung des Instituts fiir Ga- 
rungsgewerbe, Dr. W. Dietrich, unterstiitzt. Sofern mir tiber 
den Caloriengehalt der betreffenden Stoffe direkte Bestimmungen 
nicht zur Verfiigung standen, wurden 

pro 1g Rohprotein, ........ 45,7 Cal, 

» SA ik he es oe. oe 
und » 1 g N-freie Extraktstoffe und Rohfaser 4,23 » 
eingesetzt. 
I. Die Bierbrauerei. 


Es wurde von 100 kg Gerste ausgegangen. Zur Berech- 
nung der durchschnittlichen chemischen Zusammensetzung der 
Braugerste dienten die Mittelwerte aus den Analysen nord- 
deutscher und siiddeutscher Braugersten nach J. Kénig'), um- 
gerechnet auf die normale Trockensubstanz der Braugersten 
von 85°/). 


*) J. Konig, Die menschlichen Nahrungs- u. GenuBmitel, 4. Aufl. 2, 
768, 1904. 








a 























W. Véltz: Nahrstoffbilanzen fiir Rohstoffe u. ihre Erzeugnisse usw. 335 


Hinewach enthalien 100 kg Gerste an Rohniahrstoffen: 

















Trocken- Organ. Roh- |, .-,,| Roh- | N-freie Ex-| 
saa | Asche | Subst. | protein | Rohfett, faser | traktstoffe; (aj 
h [| ke | ke | ke | ke | ke | ke 

3 | 29 | 81 | 98 | 18 | 47 | 658 [371000 


Die an Omnivoren (Schweinen) ermittelten Verdauungswerte 


der Gerste sind: 
82 77 44 12 89 82 


Somit enthalten die 100 kg Gerste folgende Quantititen 
an verdaulichen Huhestotien: 








Organische | | eae N-freie 

Po ee Robprotein| R Rohfett | Rohfaser | Extraktstoffe! Cal 
kg | kg = kg | kg kg | 
— ae 08 06 6«|)| (584d 304.000 


bzw. 286100 nutzbare Calorien. 

Die folgenden Angaben iiber die Ausbeute an Malzkeimen, 
Malz, Biertrebern, Hefe, Gelager, Trub, tiber den verwendeten 
Hopfen und iiber die Zusammensetzung des Malzes verdanke 
ich F. Schonfeld. 

Auf 85 kg Gerste-Trockensubstanz sind zu rechnen 3,96 kg 
Malzkeime-Trockensubstanz und 76,5 kg Malz-Trockensubstanz. 
Maks und Malzkeime enthalten in 100 Trockensubstans: 


mic Asche | substan Rob- | Rohfett Rohfaser | ‘raktstofte 





Substanz protein 


Maz...) 35 | 965 | 13 | 22 | 53 | 7727 
Malzkeime| 6,3 | 93,7 | 289 1,4 14,4 49,0 


In den auf 85 kg Gerste-Trockensubstanz durchschnitt- 
lich entfallenden Quantitaéten Malz und Malzkeime wiirden hier- 
nach vorhanden sein: 








Trocken- | Organ. | Roh- | Roh- | Roh- | N-freie Ex- 
substanz | Subst. | protein| fett | faser | traktstoffe 











ke | ke | ke | ke zn - kg 
ee es Ks 76,50 | 73,80 | 8,60 | 1,70 4,10 59,40 
Malzkeime ..]| 3,96 | 3,71 | 1,15 | 0,05 | 057 | 1,94 
Sa] 80,46 | 77,51 | 9,75 | 1,75 | 4,67 61,34 

Die Gerste ent- 
hielt . . 85,00 | 82,10 | 9,80 | 1,80 | 4,70 65,80 


Also durch die 
Malzung ver- 
ae 4,54 yd ee ee ee 4,50 
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Hiernach sind durch die Malzung 5,6°/, der organischen 
Substanz bzw. 6,3°/, der Kohlenhydrate verloren gegangen. 

AuBer den Malzkeimen werden bei der Bierbrauerei noch 
folgende Produkte gewonnen: 

Von 100 kg Malz') 125kg nasse, bzw. 33kg getrocknete’) 
Treber und 5,3 hl Verkaufsbier mit 3,5°/, Alkohol und 5°, 
Extrakt (Trockenriickstand). 

100 hl Bier liefern 25 kg Trockenhefe*) (abziiglich der 
Saathefe), 2,5 kg trockenes Hefegeliger*) aus dem LagerfaB, 
20 kg trockenes Kiihlgeliger (Hopfen -+- Trub *), davon */, Hopfen, 
1/, Trub. 

An Hopfen werden auf 100 kg Malz etwa 1 kg mit 15°/, 
Wasser, entsprechend 850 g Trockensubstanz, verwendet; ca. 15°/, 
der Trockensubstanz werden im Bier gelést und zu Genub- 
stoffen; der unlésliche Riickstand, die sogenannten Hopfentreber, 
dienen als Viehfutter. 

Nachstehend eine Ubersicht iiber den Gehalt der genannten 
Produkte an Rohnahrstoffen in Prozent und in Kilogramm. 


























Tabelle I. 
In 100 Trockensubstanz sind enthalten: 

Onan. | Ro N-freie Ex- 

Substanz | fic | Rohfett | Rohfaser| | artstoffe 
otis j 
Biertreber . . . . . 94,90 | 23,20 | 820 | 17,6 | 45,9 
OS ack ti gia 98,01*), 3,74 | 0,07 — | 94,25) 
Hefe u. Hefegeliger | 92,50 | 57, 40 3,40 15 | 30,2 
Kiihlgeliger (Trub) . 95,30 | 47,60 4,30 7,5 35,9 
Ausgebrauter Hopfen | 

(Hopfentreber) . .| 94,00 17,20 7,60 23,6 45,6 


Das FaBgeliger besteht in der Hauptsache aus Hefe und 
ist derselben im Nahrwert gleichzusetzen. 

Nunmehr lassen sich die auf 100 kg Braugerste mit 85°/, 
Trockensubstanz entfallenden Quantitaéten der verschiedenen 
Erzeugnisse und ihr Nahrstoffgehalt berechnen. 


1) 95°), Trockensubstanz. 

*) 91°/, Trockensubstanz. 

5) 90°/, Trockensubstanz. 

*) Bier mit 3,5°/, Alkohol und 5°/, Trockenriickstand. 
5) 53,0 Kohlenhydrate und 41,2 Alkohol. 
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Tabelle II. 


| Auf 100 kg Braugerste mit 85°/, Trockensubstanz und 371000 Cal ent- 
fallen folgende Mengen an Brauereiprodukten und deren Rohnihrstoffen: 





; —_— — 


Trocken- Organ.| Roh- | Roh- | Roh-| N-freie | Energiegehalt 























substanz Subst.|protein| fett | faser |Pxtrakt- 
| stoffe | lin %q d. 
: kg kg kg kg kg | kg | Cal | Gerste 
: 4,5kg Malzkeime.| 3,96 | 3,71 1,15} 0,05) 0,57 | 1,94 | 17170 4,6 
‘ 26,6 kg Biertreber . | 24,20 (23,00 5,60} 2,00) 4,30 | 11,10 | 116100 | 31,3 
4,18 hl Bier . . . |35,55%)/34,82")) 1,70} 0,02} — | 33,10! 183100 | 49,3 

1,16 kg Hefe u. Ge- 

Weee ss. es 1,04 | 0,96 | 0,60} 0,04) 0,02; 0,30 4910%)) 1,3 
0,83 kg Trub . .| 0,75 | 0,72 0,36} 0,03) 0,06 | 0,27 3970*) ; 
Sa. | 65,45 63,21 9,41| 2,14) 4,95 | 46,71 | 325250 | 87,6 

In dem Ausgangs- | 





| material: 100 kg | 
Gerste. .... 85,00 82,10 | 9,80| 1,80! 4,70 | 65,80 | 371000 | 100,0 
Somit durch das | | | 
Brauen in Ver- | 
lust (—) . . . «J - — 0,40 |+- 0,30 — '—45750 12,4 


] 








Der Verlust an Rohprotein und die geringe Zunahme an 
Rohfaser sind darauf zuriickzufiihren, daB es sich hier nicht 
um einen quantitativen Brauversuch handelt, sondern es muBbten 
fiir die Gerste und ihre Produkte Durchschnittswerte ein- 
gesetzt werden; auf diese Differenzen ist daher kein Wert zu 
legen. Die Erhéhung an Atherextrakt ist in der Hauptsache 
bedingt durch das Ubergehen von atherléslichen Hopfenbestand- 
teilen in das Bier. 

Die Verluste an Trockensubstanz, organischer Substanz und 
N-freien Extraktstoffen in Kilogramm sind absichtlich nicht in 
die Rubriken eingetragen worden, weil sie im Hinblick auf den 
héheren Brennwert des Alkohols ein unzutreffendes Bild iber 
die wirklichen Nahrstoffverluste geben wiirden. Fiir letztere 
maBgebend sind nur die in der letzten Rubrik mitgeteilten 
Daten iiber den Energiegehalt der Gerste und ihrer Produkte. 
Hiernach sind durch das Brauen rund 12°/, an Rohnahr- 





preparers on 3 or ores 








| stoffen verloren gegangen. 
1) 14,6 kg Alkohol und 20,95 kg Extrakt (Trockenriickstand); der 
Trockenriickstand enthalt 3,8 Cal pro 1 g. 


*) In der Hefe wurde der Energiegehalt in der Trockensubstanz zu 
4,72 Cal, im Trub zu 5,29 Cal direkt bestimmt. 
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Im Anschlu8 folgt die Berechnung iiber die 
Verluste an verdaulichen Nahrstoffen 
durch die Bierbrauerei. 
Die Erzeugnisse der Bierbrauerei sind zu folgenden Prozent- 


satzen verdaulich: 
Tabelle III. 





























Verdauungswerte. 
~Organ.| Roh- | Roh- | Roh- |N-freie Ex-| 1 
Subst. | protein} fett | faser | traktstoffe 
Malzkeime’) ....| 72 80 71 | 55 72 
Biertreber®) . ; 64 71 88 | 48 60 64 
Bierextrakt*). . . 86 40 — | 92 86 
Hefe u. Hefegeliger*) 90 86 | 70 40 | 100 88 
tt are 63 58 | 25 53 77 63 
Biomol. . 4. 8 100 —- |= — | _ 100 


Mit den vorstehenden Verdauungswerten ergeben sich fiir 
die in Tabelle II aufgefiihrten Produkte der Bierbrauerei 
folgende Mengen an verdaulichen Niahrstoffen: 


Tabelle IV. 


Verdauliche Nahrstoffe in Kilogramm. 





h- |Roh-|Roh-| N-freie | Energiegehalt 
Organ.) “Roh- |Roh-|Roh Pte ol Energiegehalt 











Subst. gang fett |faser sire Cal [i204 

kg kg | kg | kg kg Gerste 

Malzkeime ..... 2,67 | 0,92 |0,03;0,31! 1,41 | 12370; 41 
Biertreber. ..... 14,72! 3,97 |1,76/2,06; 6,93 | 74300} 244 
Bier Alkohol . . . . | 14,60 + — | — | 14,60 103300 83,9 
Extrakt . . . .| 17,40; 068 | — 16,72 | 68600| 22,6 
Hefe und Geliger . .| 0,86) 0,52 | 0,08 0,01 0,30 4320; 1,4 
eS er 0,45 | 0,21 |0,01|0,03| 0.20} 2500} 08 





Sa. | 50,70 | 6,30 | 1,88) 2,41} 40,16 265390| 87,2 


Das Ausgangsmaterial: 
100kgGerste mit 85°/, 
Trockensubst. enthalt 
an verdaul. Nahrstoffen| 67,3 7,5 |0,8 |0,6 | 58,4 (304000 106 

VON 8 ara —-i— —-|— — | — ; &, 























1) Nach Versuchen an Wiederkiuern. 

*) Nach Versuchen an Wiederkiuern. 

3) W. Véltz, R. Forster und A. Baudrexel, Uber die Verwer- 
tung des Bierextraktes und des Bieres im menschl. u. tier. Organismus. 
Arch. f. d. ges. Physiol. 134, 133 bis 258, 1910. 

*) Véltz und Baudrexel, Die Verwertung der Hefe im menschl. 
Organism. Diese Zeitschr. 30, Heft 6, S. 457 bis 472, und 31, Heft 3/4, 
8. 355 bis 385. 

5) Nach Versuchen am Schwein von Véltz und Drauzburg (noch 
nicht verdffentlicht). 
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Von den verdaulichen Niahrstoffen der Gerste 
wurden also insgesamt wiedererhalten: 84°/, des Roh- 
proteins!) und 87°), der Gesamtnahrstoffe (Calorien). Die 
Erhéhung des Gehaltes an Atherextrakt ist auf atherlésliche 
Hopfenbestandteile, die Erhéhung im Rohfasergehalt auf die 
hdhere Verdaulichkeit der Rohfaser in den Biertrebern (durch 
Wiederkauer) im Vergleich zur Gerste (nach Versuchen an 
Schweinen) znriickzufiihren. 


Die Verluste im Gehalt an ausnutzbaren Nahrstoffen 
durch die Bierbrauerei. 

Bei dieser Berechnung sind nach Kellner?) als Energie- 
verlust durch die Harnbildung in Ansatz gebracht worden auf 
1 g verdauliches Rohprotein: 

bei den Malzkeimen . . 1,42 Calorien 
» » Biertrebern .. 1,39 ” 

Fiir die Gerste und den Trub wurden ebenfalls 1,4 Calorien 
eingesetzt. Als Energieverlust fiir brennbare Gase sind bei der 
Gerste, von der angenommen wurde, daB sie an Schweine ver- 
fiittert wird, nach den Feststellungen von Tangl*) und Zuntz 
und seinen Mitarbeitern v. d. Heide und Klein‘) pro 100g 
verdauliche N-freie Extraktstoffe und Rohfaser 12,5 Calorien 
in Ansatz gebracht worden, dgl. fiir den Trub, wahrend fiir die 
Biertreber und Malzkeime, die in der Hauptsache als Futter- 
mittel fiir Wiederkiiuer dienen, der von Kellner®) ermittelte 
Durchschnittswert, niimlich 57,3 Calorien, in Rechnung gestellt 
wurde. Fiir das Bier und die Hefe sind die an der ernahrungs- 
physiologischen Abteilung direkt ermittelten physiologischen 
Nutzwerte eingesetzt worden. Die betreffenden Daten sind 
1. fiir den Trockenriickstand des Bieres (Extrakt) 83°/,, 2. fiir 
den Alkohol 98°), und 3. fiir die Hefe 75°), ihres Energiegehaltes. 

1) In Wirklichkeit diirfte der Prozentsatz des wiedererhaltenen ver- 
daulichen Rohproteins etwas héher sein. Siehe dazu Seite 337. 


*) O. Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere. 
5. Aufl. S. 85. 

*) F. Tangl, Der minimale Erhaltungsbedarf des Schweines. Diese 
Zeitschr. 44, 152. 

4) R. v. d. Heide und W. Klein, Stoff- und Energieumsatz des 
Schweines bei Wachstum und Mast. Diese Zeitschr. 55, 207. 

5) O. Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere 


5. Aufl. S. 95. 
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Der Hopfen, von dessen Trockensubstanz ca. ’/, in das 
Bier tibergeht, ist tibrigens bei der Aufstellung nicht beriick- 
sichtigt worden. Unter den Rohnahrstoffen der Ausgangs- 
materialien fiir die Bierbrauerei kommt der Hopfen deshalb 
nicht in Betracht, weil er direkt weder als Nahrungsmittel 
noch als Futtermittel verwendet wird. Erst durch den Brau- 
prozeB werden ldésliche Bestandteile des Hopfens, die in das 
Bier iibergehen, zum menschlichen GenuBmittel, waihrend seine 
ausgelaugten Riickstinde, die sog. Hopfentreber, als Futter- 
mittel in Betracht kommen. 

Zu den 76,5 kg Malz, die im vorliegenden Falle verwendet 
wurden, waren nach den obigen Angaben also 0,74 kg Hopfen- 
Trockensubstanz benétigt worden (s. 8. 336), von denen */, ins 
Bier, */, in Trub und Hefegeliger und */, in die Hopfentreber 
iibergehen. Da die Hopfentreber auBer Hopfenbestandteilen 
auch noch andere Beimengungen (EiweiBk6rper usw.) enthalten, 
so rechnet man ‘/, der Trockensubstanz des verwendeten Hopfens 
als Hopfentreber-Trockensubstanz, das wiren hier also 0,59 kg. 
Nach E. Pott’) enthalten die Hopfentreber im Durchschnitt 
in 100 Trockensubstanz: 




















Organ. iil N-freie Ex-| Calorien 
Substanz Robproteia| Rohtett | Bohfaser traktstoffe | pro 100 g 
uo | i772 | 76 | 236 45,6 461,5 





Demnach sind in 0,59 kg vorhanden: 
0,555 kg | 0,102 kg | 0,045 kg {| 0,139 kg | 0,269kg | 2722 
Die Verdauungswerte fiir die Nahrstoffe der Hopfentreber sind*): 
43 | 39 | 2 | 41 | 58 | 48 
Hiernach enthalten die 0,59 kg Hopfentreber (Trockensubstanz) 
folgende Mengen an verdaulichen Nahrstoffen: 
0,238 kg | 0,040 kg | 0,001 kg | 0057 kg | 0,140kg | 1169 


Die 0,59 kg ‘Hopfentreber (Trockensubstanz) wirden als 
Futtermittel fiir Wiederkiuer 817 nutzbare Calorien liefern, 
das waren nur 0,3°/, der nutzbaren Calorien der verwendeten 
Gerste. Also auch im Hinblick auf diesen niedrigen Wert kann 
der Hopfen in der folgenden Aufstellung unberiicksichtigt bleiben. 


‘) E. Pott, Handb. d. tier. Ernaibrung u. d. landw. Futtermittel 8, 245. 
*) Noch nicht veréffentlichte Versuche an Wiederkaéuern von V6!tz, 
Mubr, Baumann und Drauzburg. 
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Die folgende Tabelle V enthalt die Daten fiir den Gehalt 
der aus 100 kg Gerste mit 286100 nutzbaren Calorien in ihren 
Produkten wiedergewonnenen ausnutzbaren Nahrstoffe. Aus 
der letzten Rubrik ist der Anteil der einzelnen Produkte 
an ausnutzbaren Nahrstoffen in Prozent der nutz- 
baren Calorien der Gerste ersichtlich: 





























Tabelle V. 

—---——— —= ST 

actin ad | Luft- | Trocken- oe Nibrstoffe in "e 

Wasser- trocken | substanz Calori der 286 100 nutz- 

—_ | ae 
kg kg | ke Gerste 
Malzkeime....| — | 45 | 396 | 10080 | 35 
Biertreber . . . .| 1005 | 266 | 24,2 63630 | 22,3 
BNE hice a ink ‘na = 35,5") | 167500 | 58,5 
Hefe und Gelager . 5,20 | 1,16 1,04 | 3680 1,3 
pee ae 4,15 | 0,83 0,75 | 2070 | 0,7 
Sa. — | — | 65,45 | 246960 | 863 





Es werden also annihrend 60°/, der ausnutzbaren Nahr- 
stoffe der Gerste im Bier wiedererhalten. Eltzbacher und 
seine Mitarbeiter*) haben kiirzlich ebenfalls angegeben, da8 
60°/, der nutzbaren Niahrstoffe der Gerste im Bier wieder- 
erscheinen. Die Nebenprodukte der Bierbrauerei enthalten nach 
Tabelle V rund 25°), der ausnutzbaren Nihrstoffe des Rob- 
materials. Somit betriigt der Verlust an nutzbaren Nahrstoffen 
bei der Bierbrauerei rund 15°/,. Bei meiner Aufstellung ist 
jedoch noch zu beriicksichtigen, daB fiir die Gerste ein relativ 
hoher physiologischer Nutzeffekt eingesetzt wurde, wie er bei 
der Verfiitterung an Schweine resultiert. Wollte man die Gerste 
direkt als menschliches Nahrungsmittel verwenden, so hatte man 
von den nutzbaren Calorien des Gerstenmehles oder der Graupen 
auszugehen, und die Verwertung der Gerste ware auch nicht 
héher als durch ihre Uberfiihrung in Bier. Weiterhin kommt 


1) 14,60 kg Alkohol und 20,95 kg Extrakt (Trockenriickstand). 

*) Die deutsche Volksernéhrung und der englische Aushungerungs- 
plan. Eine Denkschrift von Friedrich Aereboe, Karl Ballod, Franz Bey- 
schlag, Wilhelm Caspari, Paul Eltzbacher, Hedwig Heyl, Paul Krusch, 
Robert Kuczynski, Kurt Lehmann, Otto Lemmermann, Karl Oppen- 
heimer, Max Rubner, Kurt von Riimker, Bruno Tacke, Hermann Warm- 
bold und Nathan Zuntz. Herausgegeben von Paul Eltzbacher. Druck 
und Verlag von Friedr. Vieweg u. Sohn in Braunschweig 1914. 
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sehr wesentlich in Betracht, daB durch das Brauen eine Ver- 
edelung der Rohprodukte erfolgt, da wir in dem Bier eines 
der beliebtesten menschlichen GenuBmittel besitzen. Das Gersten- 
meh] ist zudem als direktes menschliches Nahrungsmittel keines- 
wegs sehr geschitzt, es ist speziell zur Brotbereitung dem 
Weizen- oder Roggenmehl gegeniiber als nicht vollwertig zu 
bezeichnen. Andererseits haben die Angaben iiber den physio- 
logischen Nutzeffekt des Bieres nur unter der Voraussetzung 
Giiltigkeit, daB das Bier in maéBigen Mengen genossen wird. 


B. Die Kartoffelbrennerei. 

Direkte Untersuchungen iiber den Gehalt der Kartoffel- 
schlempe an verdaulichen und ausnutzbaren Niahrstoffen im 
Vergleich zu ihrem Ausgangsmaterial (Kartoffeln, Malz und Hefe) 
liegen erst seit kurzem vor. Die betreffenden Versuche sind, 
nach einem von Zuntz und mir aufgestellten Versuchsplan 
von uns und unseren Mitarbeitern an einem Ochsen und an 
zwei Schafen angestellt worden’). 

Spater wurden an der ernihrungsphysiologischen Abteilung 
des Instituts fiir Garungsgewerbe zu Berlin?" *) weitere Ver- 
suche iiber den Futterwert der Kartoffelschlempe unter ab- 
weichenden Ernahrungsbedingungen ebenfalls am Rind und an 


1) Arbeiten der Landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin. Unter- 
suchungen iiber den Nahrwert der Kartoffelschlempe und ihres Aus- 
gangsmaterials. I. W. Véltz und N. Zuntz, Leitende Gesichtspunkte. 
— Il. W.Véltz, J. Paechtner und A. Baudrexel, Uber den Futter- 
wert der Kartoffelschlempe, ihres Ausgangsmaterials und iiber sog. spezi- 
fische Wirkungen der Futterstoffe. — III. R. v.d. Heide, Klein und 
N. Zuntz, Respirations- und Stoffwechselversuche am Rinde iiber den 
Nibrwert der Kartoffelschlempe und ihrer Ausgangsmaterialien. — 
IV. M. Diakow, Ein Beitrag zur Kenntnis des Mineralstoffwechsels beim 
Rinde. Landwirtschaft]. Jahrbiicher 44, 681 bis 844, 1913. 

*) W. Véltz, J. Paechtner, A. Baudrexel, W. Dietrich und 
A. Deutschland, Vergleichende Untersuchungen iiber den Nahrstoff- 
bedarf bei der Mast des Rindes und des Schafes im spiteren Verlauf 
des Wachstums. Fiitterungsversuche mit fliissiger warmer Kartoffel- 
schlempe und mit getrockneter Kartoffelschlempe im Vergleich zu Palm- 
kernkuchen. Landwirtschaftl. Jahrbiicher 45, 325 bis 487, 1913. 

’) W. Véltz, Die Verainderung der Nahrstoffe der Kartoffeln durch 
die Schlempebereitung, und iiber die Verwertung der Kartoffelschlempe 
unter verschiedenen Bedingungen (Erhaltungsfutter, Mast) durch Rind 
und Schaf. Zeitschr. f. Spiritusind. 1914, 8.313 und 325. 
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Schafen ausgefiihrt, und es ergab sich, daB die Kombination 
der verabreichten Futtergemische von wesentlichem EinfluB auf 
die Verdaulichkeit und die Ausnutzung der Schlempenahrstoffe 
ist. Dieselben wurden als Zulage zu einem proteinarmen Grund- 
futter am héchsten resorbiert, und am niedrigsten, wenn die 
Schlempe zu einem proteinreichen Futter mit hoch assimilier- 
baren Nahrstoffen (Mastrationen) zugelegt wurde. N. Zuntz 
hat nachgewiesen (I. c.), daB die gleichen Rationen vom Wieder- 
kauer schlechter verwertet werden, wenn das Futter in einem 
gleichmaBigen Gemisch verabreicht wird im Vergleich zu einer 
mehr getrennten Verabreichung der proteinreichen und kohlen- 
hydratreichen Futterstoffe zu den verschiedenen Futterzeiten. In 
der vorliegenden Arbeit sind die am Schaf gefundenen mittleren 
Verdauungswerte fiir die Schlempe benutzt worden, und zwar: 


Fiir die ™ " = Fir die ee 
Fir das _‘ Fiir das Fiir die ey Fiir die 
‘ : N-f Ex- 
Poel Rohprotein Rohfett | Rohfaser cobihehetiie Calorien 
73 66 — 66 80 74 


Zuntz und seine Mitarbeiter (l.c.) haben auBer der Be- 
stimmung der sensiblen Ausscheidungen an dem Ochsen Re- 
spirationsversuche durchgefiihrt und sowohl die Energieverluste 
durch Methan-, als auch, und zwar zum erstenmal, diejenigen 
durch Wasserstoffgirung genau bestimmt. Bei Verfiitterung 
von Heu und Schlempe fanden Zuntz und seine Mitarbeiter 
auf 100 g verdaute N-freie Extraktstoffe und Rohfaser durch 
Methan- und Wasserstoffgirung zusammen einen Energieverlust 
von 56,30 Calorien. Nach Kellner sind auf 100 kg verdaute 
N-freie Extraktstoffe +- Rohfaser fiir Methangarung durchschnitt- 
lich 57,3 Calorien einzusetzen. Die Differenzen sind also nur 
unbedeutend. Nur bei Vorhandensein von Zucker in gréBeren 
Mengen finden nach Zuntz wesentlich gréBere Energieverluste 
durch Wasserstoffgirung statt. 

Wiahrend die Nahrstoffe der Schlempe, wie mitgeteilt, bei 
den ersten Versuchen (I. c.) relativ hoch resorbiert wurden, er- 
fuhren die Nahrstoffe des vorwiegend aus Kartoffeln bestehen- 
den Ausgangsmaterials fiir die Schlempebereitung recht starke 
Verdauungsdepressionen, da z. B. bei unseren Versuchen an 
2 Schafen die organische Substanz nur zu 69°/,, das Rohpro- 
tein zu 20°/,, die N-freie organische Substanz zu 74°/, und 
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die Calorien im Mittel nur zu 67°/, resorbiert wurden. Der 
physiologische Nutzeffekt betrug nur 65°/,. Daher wurden die 
in 4 Ausnutzungsversuchen von V6ltz und Baumann’) mit 
rohen und gekochten Kartoffeln an 2 Schafen gefundenen 
mittleren Verdauungswerte fiir das ja vorwiegend aus Kartoffeln 
bestehende Rohmaterial fiir die Schlempebereitung eingesetzt, 
und zwar fiir 


die organische das Roh- die gesamten die 
Substanz protein N-freien Stoffe Calorien 
85°), 49°), 90°/, 88°), 
Der physiologische Nutzeffekt der Kartoffeln betrug 75°/, des 
Energiegehaltes. 


Zu den Berechnungen iiber den Niahrstoffgehalt fiir die 
Rohstoffe der Kartoffelbrennerei und ihre Erzeugnisse (Schlempe 
und Alkohol) ist folgendes zu bemerken: 
Der beim Milzen der Gerste durch Atmung eintretende 
Verlust an Kohlenhydraten ist gering. Nach Foth werden im 
Durchschnitt auf 100 kg Kartoffeln, 2 kg Gerste gemalzt. Beim 
Malzen gehen zirka 15°/, ihrer Trockensubstanz verloren. Hier- 
aus berechnen sich: 
2 kgGerste 1,7 kg(85°/,) Trockensubtanz liefern 
2,9 kg Griinmalz = 1,45 kg (50°/,) Trockensubstanz. 

Der Atmungsverlust betragt somit 0,25 kg ” 

100 kg Kartoffeln enthalten . . . 25,00 kg ” 


Hiernach gehen infolge der Malzung der Gerste 1°/, des 
Nahrstoffgehaltes der Rohstoffe (Kartoffeln, Malz und Hefe) 
verloren. Der direkt ermittelte Energiegehalt in 100 kg Aus- 
gangsmaterial fiir die Schlempebereitung mit 25 kg Trocken- 
substanz im Betrage von 103540 Calorien (siehe Tabelle I) ware 
demnach um 1°/, zu erhéhen (die Verbrennungswirme der Roh- 
stoffe ist pro 1g Trockensubstanz nahezu iibereinstimmend mit 
dem Energieverlust der beim Malzen veratmeten Kohlenhydrate). 

Bei den folgenden Berechnungen wurde von dem direkt 
bestimmten Energiegehalt (103540 Calorien) der Rohstoffe ausge- 
gangen. Da der Verlust beim Malzen nur 1°/, des Energie- 
gehaltes der Rohstoffe betrigt, werden die Resultate durch 
Einbeziehung dieses Verlustes nur ganz unwesentlich verandert. 


1) Noch nicht verdéffentlicht. 
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Zum SchluB ist bei der Berechnung der endgiiltigen Zahlen 
fiir die Nahrstofiverluste auBerdem noch der um 1°/, erhdhte 
Energiegehalt der Rohstoffe von 104580 (103540 + 1035 Cal) 
eingesetzt worden (siehe Seite 351 und 352), um auch den 
geringen Malzungsverlust mit zu beriicksichtigen. Der Bedarf 
an Hefe betragt nach Foth pro 100 kg Kartoffeln durchschnitt- 
lich 100g mit 25°/, = 25 g Trockensubstanz. 


I. Verluste an Rohniahrstoffen. 


Die folgende Tabelle enthalt die Zusammensetzung der 
Rohstoffe fiir die Schlempebereitung und der aus denselben 
direkt erhaltenen Schlempe (siehe die Anmerkung 1 auf Seite 342). 








100 kg Kartoffeln inkl. 


Schlempe aus 100 kg dieses 


a ee saan, ——————— — : 
Trocken-| Organ. Roh- Roh- | Roh- N-freie | 


An Rohnahrstoffen sind | supstanz |A8°h®| Sub- | pro- | fett | taser | EXttakt- 
| 


enthalten in | stanz tein stoffe | al 


[ke | ke| ke | ke ke | ke| ke | 





Malz und Hefe . .. | 25 | 1,04, 23,94 | 1,96 0,06 0,42) 21,50 103540 


Rohmaterials: 
1. bei 80°/, Vergirung 

der Kohlenhydrate: 7,88 |1,01. 6,87 1,96 0,05 0,56! 430 | 83674 
2. bei 90°/, Vergirung 5,73 |1,01| 4,72 | 1,96 /0,05/0,56; 2,15 | 24854 





Bei der Vergirung von 80°), der Kohlenhydrate sind nach 
der vorstehenden Tabelle 17,2 kg, nach Vergirung von 90°/, 
19,35 kg der N-freien Extraktstoffe der alkoholischen Garung 
anheimgefallen. Wenn wir die vergorenen Kohlenhydrate auf 
Starke berechnen, so miisste die theoretische Alkoholausbeute 
betragen: 

1 Gr.-Mol C,H,,0, mit 684,9 Calorien liefert 

2 Gr.-Mol C,H,OH mit 651,4 Calorien= 95,1°/, des Energie- 
gehaltes der Stirke. Der Giarverlust wiirde also 4,9°/, betragen. 

Hieraus wiirde sich berechnen: 

1. bei der Vergirung von 17,2 kg Starke: 9,77 kg Alko- 

hol mit 69200 Calorien, 

2. bei der Vergirung von 19,35 kg Starke: 10,99 kg Al- 

kohol mit 77810 Calorien. 

Der Energiegehalt der zugehérigen Schlempe (direkt be- 
stimmt) betrug: 

ad 1. 7,88 kg Trockensubstanz mit 33674 Calorien, 

ad 2. 5,73 » " » 24854 » 


Biochemisehe Zeitschrift Band 69 23 
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In Alkohol und Schlempe zusammen betriige der Energiegehalt: 


ad 1. 102874 Calorien, 
ad 2. 102684 ” 


Da das Ausgangsmaterial fiir die Schlempe eine Verbren- 
nungswarme von 103540 Calorien besaB, waren hiernach 


ad 1. bei der Vergarung von 80°/, der Kohlenhydrate 0,6°/,, 
ad 2. » » ” ” 90°), ” ” 0,8°/9; 


der Energie in Verlust geraten, bzw. iiber 99°/, wiedererhalten. 

Diese Ausbeute wire zu hoch; da namlich bei der alko- 
holischen Garung bereits 4,9°/, der Energie der vergorenen Starke 
verloren gehen, wiirde sich als Verlust fiir die Gesamtmenge des 
Ausgangsmaterials ad 1. 3,4°/, und ad 2. 3,6°/, berechnen. 

Der berechnete Verlust von nur 0.6°/, bzw. 0,8°/, der 
Energie des Ausgangsmaterials fiir die Schlempebereitung kommt 
dadurch zustande, daB fiir die vergorenen Kohlenhydrate die 
Zusammensetzung der Starke angenommen worden ist. Nun 
sind zwar die Kohlenhydrate der Kartoffeln in der Hauptsache, 
aber keineswegs ausschlieBlich, Starke. Beispielsweise sind in 
100 kg Trockensubstanz der Kartoffeln zirka 5°/, Dextrose mit 
nur 3,76 Calorien pro 1g enthalten. Geht man von den theore- 
tischen Verlusten von 3,4°/, bzw. 3,6°/, der Energie der Mutter- 
substanzen fiir die alkoholische Garung aus, und bringt man 
ferner die direkt bestimmte Verbrennungswarme fiir die Schlempe 
in Abzug, so wiirden: 


ad 1.von 17,2 kg Kohlenhydraten 9,39 kg Alkohol mit 66441 Cal 
ad 2. » 19,36 » ” 10,57 » ” n 74835 » 


restieren. 1g Kohlenhydrat der Kartoffeln wiirde hiernach im 
Durchschnitt eine Verbrennungswarme von 4,06 kg liefern. 


Der Verlust an Rohnéhrstoffen betragt also: 
Im Ausgangsmaterial , . . . . . . . 103540 Calorien. 
In den Erzeugnissen: 
1. 80°/, Vergérung der Kohlenhydrate: 
9,39 kg Alkohol, . 66441 Cal 
7,88 kg*) Schlempe . 33674 » 
Sa. 100115 Cal = 3,4°/, Verlust. 
2. 90°/, Vergirung der Kohlenhydrate: 
10,57 kg Alkohol . . 74835 Cal 
5,73 kg") Schlempe . 24854 » 
Sa. 99689 Cal = 3,6°/, Verlust. 














*) Trockensubstanz. 
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Il. Verinderungen im Gehalt an verdaulichen Nihrstoffen 
durch die Schlempebereitung. 


Nach Versuchen an Wiederkiuern. 


100 kg Ausgangsmaterial fiir die Schlempebereitung ent- 
halten an verdaulichen Nahrstoffen’): 














Organische | : | N-freie | 
Substanz | Rohprotein Stoffe  Calorien 
ee ar kg | 
a 3 i. m+: eee tee 


Nach der Vergaérung von 80°/, der Kohlenhydrate 
enthalt die vergorene Maische an verdaulichen Niahrstoffen: 




















Organische . \N-freie organ.) a. 
Substanz Rohprotein | Substanz | Calorien 
kg kg kg » aa 
In der Schlempe 5,1 1,3 3,8 24900 
Im Alkohol . . 9,39 | ial 939 | 66441 
Sa. — | 1,3 _ | 91341 








Da das Ausgangsmaterial 91100 Calorien an verdaulichen 
Nahrstoffen enthielt, so sind letztere durch die alkoholische 
Garung um 0,3°/, erhéht worden. Auch enthalt die Schlempe 
infolge héherer Verdaulichkeit um 30°/, mehr an verdaulichem 
Rohprotein als ihr Rohmaterial. 

Nach der Vergirung von 90°/, der Kohlenhydrate ent- 
halten die Produkte an verdaulichen Nahrstoffen: 























“Sebetanz” | Robprotein | er eeans | Calorien 

kg kg kg _ 

Die Schlempe . g49 | 1,8 21 | 18400 
Der Alkohol . . 10,57 =| — 10,57 | 74835 
Sa. — | 1,3 _ | 93.235 





In diesem Falle ist die Quantitaét der verdaulichen Nahr- 
stoffe im Vergleich zum Ausgangsmaterial sogar um 2,3°/, er- 
hoht worden. 

Die Tatsache, daB die vergorene Maische einen etwas 
héheren Gehalt an verdaulichen Nahrstoffen besitzt als ihr Aus- 


1) Den Gehalt an Rohnahrstoffen siehe Seite 345, die Verdauungs- 
werte auf S. 343. 


Oo*% 
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gangsmaterial, ist nicht iiberraschend, da einerseits der Energie- 
verlust durch die alkoholische Garung sehr gering ist, anderer- 
seits die organische Substanz der Kartoffeln vom Wiederkauer 
nur zu ca. 85°/, verdaut wird, waihrend der Alkohol, der rund 
3/, der Energie des Ausgangsmaterials reprisentiert, dagegen 
volistaindig resorbiert wird. 


III. Verainderungen im Gehalt an ausnutzbaren Nahrstoffen 
durch die Schlempebereitung. 


Noch héhere Werte fiir den Nahrstoffgehalt der vergorenen 
Maische im Vergleich zu ihrem Ausgangsmaterial findet man, 
wenn man mit nutzbaren Calorien rechnet. 


A. Nach Versuchen an Wiederk4duern. 


Der physiologische Nutzwert der Kartoffeln betriigt ca. 75°), 
” ” ” ” Schlempe ” ca. 62,7° 0 
ihres Energiegehaltes. Als physiologischer Nutzwert des Alko- 
hols kénnen 95°/, seines Brennwertes') angenommen werden. 
Somit ergibt sich: 
1. Der physiologische Nutzeffekt von 100 kg Kartoffeln -+- Malz 
-+-Hefe mit 25 kg Trockensubstanz . 77600 nutzbare Cal 
2. Fiir die vergorene Maische: 
a) bei 80°/,iger Vergirung 
in 7,88 kg Schlempetrockensubstanz 21100 nutzbare Cal 
in 9,39 kg Alkohol . ..... . 63100 ” ” 
Sa. 84200 nutzbare Cal 





b) bei 90°/,iger Vergarung 
in 5,73 kg Schlempetrockensubstanz 15580 nutzbare Cal 
in 10,57 kg Alkohol. . . . .. . 71100 ” ” 
Sa. 86680 nutzbare Cal 





Der Gehalt der vergorenen Maische an nutzbaren Nahr- 
stoffen (Calorien) wird hiernach im Vergleich zu ihrem Aus- 
gangsmaterial bei der Vergirung von 80°/, der Kohlenhydrate 
um 8,5°/,, bei der Vergérung von 90°/, der Kohlenhydrate um 
11,7°/, vermehrt. 

1) An Wiederkauern liegen meines Wissens direkte Untersuchungen 
iiber den physiologischen Nutzeffekt des Alkohols nicht vor. 95°/, seines 


Brennwertes an nutzbaren Calorien diirften hier nicht zu hoch ge- 
griffen sein. 
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B. Nach Versuchen an Schweinen. 


Zu wesentlich anderen Resultaten gelangt man, wenn der 
Gehalt des Ausgangsmaterials fiir die Schlempebereitung und 
der vergorenen Maische an verdaulichen und nutzbaren Nahr- 
stoffen fiir Omnivoren berechnet wird, da z. B. das Schwein 
ein héheres Ausnutzungsvermégen fiir die Kartoffelnahrstoffe be- 
sitzt als der Wiederkaéuer. Mit der Kartoffelschlempe liegen 
allerdings an Schweinen keine Ausnutzungsversuche vor, es sind 
daher die an Wiederkaiuern gefundenen Daten benutzt worden; 
nur fiir die brennbaren Gase wurden auf 100 g verdaute N-freie 
Extraktstoffe und Rohfaser 12,5 Calorien gegeniiber 57,3 Calorien 
beim Wiederkauer eingesetzt (siche oben). Der physiologische 
Nutzwert der Schlempe wurde hiernach zu 67°), berechnet, 
der des Alkohols zu 98°/, angenommen. 

Fiir die Nahrstoffe der Kartoffeln sind an Schweinen im 
Durchschnitt folgende Verdauungswerte bestimmt worden: 





A ag gies A iy N-freie Ex- 
Rohfett | Rohfaser | traktstoffe 
0 0 0 

| —_—— ks 


Organische sarge 


Substanz Rohprotein 


94 | 7 ae 55 98 


Der physiologische Nutzeffekt der Kartoffelnihrstoffe be- 
tragt nach Untersuchungen von V6ltz und Muhr beim Schwein 
90°), ihres Energiegehaltes. 

Hieraus ergibt sieh folgendes: 


I. Die Verinderung im Gehalt an verdaulichen Nahrstoffen 
durch die Schlempebereitung. 


Nach Versuchen am Schwein. 


Das Ausgangsmaterial (Kartoffeln, Malz, Hefe) fiir die 
Schlempebereitung’) enthalt an verdaulichen Nahrstoffen: 














Urganische|, | = | N-freie Ex- 

Gaketons Rohprotein | Rohfett Rohfaser | traktstoffe | Calorien 
kg kg | kg tT enteral 
ee ie mecca mame 211 | 97400 


1) Siehe die Tabelle auf Seite 345. 
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Nach der Vergiirung von 80°/, der Kohlenhydrate enthiilt 
die vergorene Maische an verdaulichen Nahrstoffen: 























ee "Organische . |N-freie organ. f 
Substanz Robprotein Substanz Calorien 
kg kg kg 
In der Schlempe | 5,1 Bo de ol 24 900 
Im Alkohol . . 9,39 _ 9,39 66 441 
Sa. = | a | _ | 91341 





Da das Ausgangsmaterial 97400 Calorien an verdaulichen 
Nahrstoffen enthielt, so betrigt der Verlust an denselben 6,2 °/,. 

Bei der Vergaérung von 90°/, der Kohlenhydrate ware der 
Gehalt an verdaulichen Nahrstoffen: 














Organische . |N-freie organ. 
Substanz Robprotein Substanz Calorien 
kg kg kg 
In der Schlempe 8,5 1,3 2,1 18 400 
Im Alkohol . . 10,57 — 10,57 74 835 
Sa. _ _ _ 93 235 

















In diesem Fall wiirde der Verlust an verdaulichen Nahr- 
stoffen durch die Schlempebereitung 4,3°/, betragen. 


II. Die Verinderung im Gehalt an ausnutzbaren Nihrstoffen 
durch die Schlempebereitung. 
Nach Versuchen am Schwein. 
Das Rohmaterial enthielt 93200 nutzbare Calorien (90°/,). 
Die vergorene Maische enthielt: 
bei 80°/,iger Vergarung: 
in 7,88 kg')Schlempe . 22550 nutzbare Calorien 
in 9,39 kg Alkohol. . 64900 ” ” 
Sa. 87450 nutzbare Calorien 
bei 90°/,iger Vergarung: 
in 5,73 kg')Schlempe . 16650 nutzbare Calorien 
in 10,57 kg Alkohol . 73300 ” ” 


Sa. 89950 nutzbare Calorien. 








1) Trockensubstanz. 








) 
4 
H 
) 








(13 











sthibe ret 


ee naga a ee 








Nahrstoffbilanzen fiir Rohstoffe und ihre Erzeugnisse usw. 351 


Die Verluste an nutzbaren Niahrstoffen betragen hiernach 
bei der Kartoffelbrennerei nach Versuchen an Schweinen: 

bei der Vergirung von 80°/, der Kohlenhydrate 6,2°/, 
und » ” ” ” 90°/, ” ” 3,5°/,. 


Ergebnisse. 


Nahrstoffbilanzen fiir die Kartoffelbrennerei bei normaler 
Vergirung von 80°/, der Kohlenhydrate. 


a) Nach Versuchen an Wiederkauern. 


Ausgangsmaterial ———- Erzeugnisse — 
100 kg Kartoffeln, 
Malz und Hefe 

enthalten . . 77100Cal 9,39 kg Alkohol enthalten 63 100 

7,9 » Schlempe = » 21100 

Sa. 84200. 


Hiernach enthalt die vergorene Maische 8,5°/, mehr an 
Nahrstoffen als das Ausgangmaterial fiir die Schlempebereitung. 
Wenn man den geringen Nahrstoffverlust beim Malzen der 
Gerste noch besonders veranschlagt, so wiirden die Schlempe 
und der Alkohol zusammen 7,2°/, an nutzbaren Nahrstoffen 
mehr enthalten als die Rohstoffe (siehe auch S. 344). Der Ge- 
halt der Schlempe an verdaulichem Rohprotein ist infolge 
hdherer Verdaulichkeit etwa um ca. '/, héher als in den Robh- 
stoffen fiir die Schlempebereitung. 


b) Nach Versuchen am Schwein. 


Ausgangsmaterial —— Erzeugnisse ——— 
100 kg Kartoffeln, 
Malz und Hefe 

enthalten . . 93200Cal 9,39 kg Alkohol enthalten 65700 

7,9 » Schlempe » 22800 

Sa. 88500. 


Die Umwandlung der Kartoffelnahrstoffe in Alkohol und 
Schlempe fihrt also nach Versuchen an Wiederkauern 
zu einem Plus von 8,5 bzw. 7,2°/, (bei Beriicksichtigung der 
Verluste beim Mialzen), nach Versuchen am Schwein zu 
einem Verlust von 6,3°/, an ausnutzbaren Nahrstoffen; 
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den Nahrstoffverlust der Gerste beim Malzen mit einbezogen 
betriige dieser Verlust beim Schwein 7,1°/, (siehe auch S. 344), 
Ubrigens kommt der Alkohol ja in erster Linie als GenuB8mittel 
fiir den Menschen in Betracht. Beim Wiederkauer wird der 
Alkohol nach Untersuchungen von Zuntz’) und seinen Mit- 
arbeitern*®) durch Einschrinkung der Garungsverluste im Ver- 
dauungstraktus um 18°), héher ausgenutzt als isodyname Mengen 
Starke. Man wird daher Zuntz*) durchaus beipflichten kénnen, 
wenn er in Zeiten schlechter Verwertbarkeit fiir den Alkohol die 
Verfiitterung alkoholhaltiger Maische, und zwar nur an Masttiere, 
empfiehlt. Pro Tag und 1000 kg Lebendgewicht sollten die 
Gaben 1,5 bis 2 kg Alkohol nicht iibersteigen. 

Eine besondere Bedeutung kommt den Brennereien schlieB- 
lich dadurch zu, daB nur der Alkohol aus der Wirtschaft aus- 
gefihrt wird, der in letzter Linie der Atmosphire entstammt, 
wahrend alle in den Rohstoffen enthaltenen Bestandteile des 
Bodens in die Schlempe iibergehen und somit wieder zur Ver- 
wertung im Landwirtschaftsbetrieb gelangen. 





) N. Zuntz (Ref.), R.v.d. Heide, Klein, unter Mithilfe von 
Markoff, Fiirst v. Dschandieri und Diakow, Zum Studium der 
Respiration und des Stoffwechsels der Wiederkiuer. Landwirtschaftl. 
Versuchsstationen 79/80, 781, 1913. 

*) M. Diakow, Beitrag zur Kenntnis der Abhingigkeit des Nahr- 
effektes beim Wiederkauer von der Mischung der Futterstoffe. Landwirt- 
schaftl. Versuchsstationen 83, 285, 1913. 

%) N. Zuntz, Die Girungen im Darmkanal der Wiederkaiuer und 
ihre zweckmaBige Beeinflussung. Vortrag auf der Generalversammlung 
des Vereins der Spiritusfabrikanten in Deutschland am 22. II. 1913. 
Jahrb. des Vereins 1913, S. 861. 
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Chemische Veranderungen der Galle bei Leberintoxi- 
kationen und ihre Wichtigkeit in der Pathogenese der 
Gallensteinkrankheit. 


Von 
Luigi D’ Amato. 
(Aus der I. Medizinischen Klinik der Kgl. Universitaét in Neapel.) 
(BRingegangen am 22. Februar 1915.) 


Man kann sagen, daB das Studium der chemischen Ver- 
anderungen der Galle im pathologischen Zustand, wenige und 
unvollstandige Beitrige ausgenommen, noch im Anfang ist. 
Und doch ist es nicht schwer, die groBe Wichtigkeit zu ersehen, 
die dieses Studium namentlich fiir die Pathologie der Leber 
und der Verdauungsorgane hat. 

Verschiedene deutsche und franzdsische Autoren, wie 
Pouchet, Thénard, Létienne, Tissier, Leemann, Fre- 
richs und andere haben manchmal in der Leichengalle ge- 
rinnbares Albumin vorgefunden; Brauer konnte sein Er- 
scheinen in der Galle derjenigen Hunde provozieren, die einer 
Alkoholbehandlung unterworfen waren. 

Geza Kiradlyfi aus der Klinik von v. Koranyi hat 
die Frage am lebenden Menschen studieren wollen und dachte, 
sich die Galle mittels der Boldyreffschen Methode zu ver- 
schaffen. Er wandte seine Forschungen besonders auf die Dia- 
gnose der Gallenblasenentziindung an, weil er dachte, daB sich 
das Albumin gar nicht in der normalen Galle befindet, wohl 
aber in den entziindlichen Prozessen der Gallenwege erscheinen 
muB. Die durch Kiralyfi erhaltenen Resultate waren ent- 
scheidend: in allen Fallen von Gallenblasenentziindung enthielt 
die Galle Albumin, das sich mittels der Schwefelsalicylsiure- 
reaktion ermitteln lieB, wihrend man in normalen Zustaénden 
keins vorfand. 








354 L. D’Amato 


Das ist alles, was tiber das Argument bekannt war; d. h. 
wenige und unvollstandige Kenntnisse, die nicht einmal streng 
wissenschaftlich waren. 

Es war der Miihe wert, eine so interessante Frage griind- 








lich und mit vollkommeneren Methoden zu studieren. 

Da Boldyreffs Methode es ermédglicht, die Galle vom 
lebenden Menschen zu erhalten, wollte ich sehen, ob sie wirk- 
lich fiir die klinische Praxis und zu genaueren Forschungen ; 
gebraucht werden konnte. 

Ohne hier die Einzelheiten meiner Forschungen anzugeben, 
von denen ich in einer anderen Publikation sprechen werde, 
will ich nur sagen, daB die obenerwahnte Methode gar nicht 
dem Zweck entsprach, den ich erreichen wollte, und deshalb 
verlieB ich sie vollkommen. 

Das Problem muBte direkt an den Tieren  studiert 
werden. 

Es ist bekannt, daB man in der Galle von gesunden Tieren 
eine gewisse Quantitat EiweiBstoffe findet. Es handelte sich 
jetzt darum, die Quantitat dieser EiweiBstoffe in normalen und 
in pathologischen Zusténden zu bestimmen, und dazu bediente 
ich mich der von Hammarsten modifizierten Hoppe-Seyler- 
hel) schen Methode. 
ut In normalen Zustaénden findet man in der Galle des Hun- 

Hi des nach Hoppe-Seyler von 2,45 bis 4,5°/,, Schleimstoffe. 
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a Daniel Brunet und Rolland haben in der menschlichen 
ag Galle (in 49 Untersuchungen) im Durchschnitt von 1,15 g bis 
of 2,25 g °/,, Nucleoproteid gefunden. Von Zeinek hat in der 
qeie menschlichen Blasengalle 2,08 °/,,, Schleimstoffe gefunden. Hoppe- 
Seyler fand groBe Verschiedenheiten in der frisch abgeson- 
derten Galle: beim Hund schwankte die Quantitat Nucleopro- 
teid zwischen 0,53 g und 1,70 g°/,, Schleimstoff. 
Ich wollte erst sehen, wieviel Nucleoproteid in der Galle 
} von normalen Hunden vorhanden war, die in einer bestimmten 
Periode der Verdauung, d.h. 4 bis 5 Stunden nach einer Mahl- 
zeit, in der die Kohlenhydrate vorherrschend waren (Brot, 








it Teig), entnommen wurde. Die Hunde wurden in dieser Periode 
ot getétet, die Blasengalle wurde schnell mittels Aspiration der 
Blase aufgenommen und nach Zentrifugation wurde der klare 
Teil untersucht. Man wendete die Aspiration und nicht den 
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Schnitt der Blase an, um zu verhiiten, daB fremde EiweiB- 
stoffe sich mit der Galle hatten vermischen kénnen. 

Die Untersuchungen wurden bei drei Hunden gemacht und 
man fand resp. folgende Quantitiaten Nucleoproteid: 1 g°/,, 
0,7 & loo, 1,47 g°/o9, also im Durchschnitt 1,05 °/,,. 

In dieser ersten Serie von Untersuchungen habe ich nicht 
die Galle aus einer vorher gemachten Gallenfistel entnehmen 
wollen, weil es bekannt ist, daB die Entziehung der Galle aus 
den Gedirmen die chemische Zusammensetzung derselben wesent- 
lich andert, und ich wollte mich soviel wie méglich den Zustian- 
den nahern, die man in der menschlichen Pathologie trifft. 

Ich stellte nun die Frage: Sondert eine einer chronischen 
Intoxikation unterworfene Leber normale Galle ab? 

In einer ersten Reihe von Forschungen, in denen die Galle 
direkt, wie oben angegeben, von der Gallenblase entnommen 
wurde, konnte ich wegen der Kargheit der Gallenmenge, die man 
auf diese Weise erhalten konnte, nur das Nucleoproteid bestimmen. 

Die Hunde wurden der Wirkung verschiedener Lebergifte 
unterworfen: einer Mischung von Athylalkohol und Amylalko- 
hol, Essigsiure, Butterséure und einer Kultur von B. coli. 

Es folgen die gemachten Experimente in ihren Einzelheiten: 

I. Ein Hund bekam 23 Tage lang eine Mischung von 
50°/, Athylalkohol und von Amylalkohol (von 10 bis 20 cem 
des ersten und von 1 bis 4 ccm des zweiten). 

Er wurde getétet, und man fand in der Blase 2 ccm Galle, 
in der 2°/, Nucleoproteid waren. 

II. Ein anderer Hund wurde 18 Tage lang einer Behandlung 
mit in Wasser verdiinnter Essigsdure (von 10 bis 20°/,) unterworfen. 

Er bekam taglich 1 bis 4 ccm. Im ganzen vertrug das Tier 
die Essigsiure sehr schlecht, denn es war sehr matt. Man 
tétete es und fand 8°/,, Nucleoproteid. 

III. Einem anderen Hunde wurden taglich 50 bis 120 Tropfen 
in Wasser aufgeléste Buttersiure von Merck eingegeben. Nach 
12 Tagen wurde er getétet und man fand in der Galle 11,66°/,, 
Nucleoproteid. 

IV. Einem vierten Hunde wurden hypodermische Ein- 
spritzungen von Bouillon-Kulturen von B. coli (5 bis 10 ccm jedes- 
mal) gemacht. Er wurde nach 9 Tagen getétet. Die Galle 
enthielt 2,75°/,, Nucleoproteid. 
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Aus diesen Ergebnissen kann man sehen, daB alle ange- 
wendeten Giftstoffe eine mehr oder weniger bedeutende Zu- 
nahme des Nucleoproteids hervorgerufen haben. Von einer 
Quantitaét Nucleoproteid, die in normalem Zustande um 1°/,, 
schwankte, sind wir bis 11,66°/,, bei dem mit Buttersiure be- 
handelten Hunde gekommen. 

Die geringste Wirkung haben die Buttersiure und die 
Essigsiure ausgeubt. 

Um weitere Forschungen anzustellen, zu denen ich mehr 
Galle brauchte, muBte ich obiges Verfahren verlassen und die 
klassische Methode der Gallenfistel gebrauchen. 

Starke Hunde wurden von meinem Kollegen Pasanise 
aus dem Institut der operativen Chirurgie an der Gallenfistel 
operiert. Ich spreche ihm an dieser Stelle meinen Dank aus 
fiir die groBe Geschicklichkeit, mit der er die Tiere operierte. 

Die so operierten Hunde wurden erst einige Monate nach 
der Operation zu den Untersuchungen verwendet, als die Ent- 
zindungen der Blase verschwunden oder sehr vermindert waren. 

Um die Galle aufzufangen, wurden die Hunde in einen 
besonderen Apparat getellt und darin in einer modglichst bequemen 
Lage gehalten. 

Es gelang mir nicht, sie volle 24 Stunden dort zu _be- 
halten, denn nach einigen Stunden gerieten die Tiere in ein 
Stadium wiitender Aufgeregtheit, und man muBte sie in Frei- 
heit setzen. Deshalb dachte ich die Galle ca. 5 Stunden lang 
nach der Hauptmahlzeit und 4 Stunden lang morgens, wenn 
sie niichtern waren, aufzufangen; dann mischte ich die beiden 
Gallenproben und verwendete sie zu Analysen. Beim niich- 
ternen Hunde gewann man sehr wenig Galle (kaum wenige 
Kubikzentimeter), viel mehr erhielt man nach den Mahlzeiten. 

In diesen Experimenten wurden nicht nur das Nucleo- 
proteid untersucht, sondern auch die Gallensalze und das freie 
sowohl als das chemisch gebundene Cholesterin. 

Zur Untersuchung des Nucleoproteids wurde die von Ham- 
marsten modifizierte Hoppe-Seylersche Methode angewendet, 
fiir die Gallensalze die von Exner und Heyrowski gebrauchte 
Methode und fiir das Cholesterin diejenige von Windaus. 

Die Hunde wurden bei einer bestindigen Nahrung von 
Brot und Teig gehalten. 
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Um die Leber zu vergiften, bediente man sich derselben 
Stoffe, die in den vorhergehenden Experimenten gebraucht 


worden waren. 
Die Vergiftung des ersten Hundes geschah im Anfang 


mit Buttersdure: 


30 Tropfen taglich, 7 Tage lang. Nachher 


gebrauchte ich eine Mischung von Athylalkohol und Amyl- 
alkohol, die ich so bereitete: Ich nahm 60°/,igen Athylalkohol 
Von dieser Mischung floBte 


und fiigte 20°/, 


Amylalkohol dazu. 


ich ihm 20 ccm tiaglich ein. 
Der zweite Hund ist mit hypodermischen Einspritzungen 
von 24stiindigen Bouillonkulturen von B. coli behandelt wor- 
den, und man gab ihm jede 2 Tage 4 ccm. 
Die Resultate ersieht man aus den folgenden Tabellen. 
























































Tabelle I. 
ox Nucleo- Gallen- Freies Gebundenes | Gesamt- 
&S] proteid |siuresalze} Cholesterin | Cholesterin | cholesterin 
oO ws aaa? aes ees hee eae Peles oe , 
— As Absol. | Proz. Absol. | Pros. Absol. | Proz. | Absol. | Proz. Absol. | Proz. Bem rkungea 
Wert Wert bana Ogee Wert Wert Wert Wert | Wert | Wert 
com} g Lie B | loo a loo <_< wm Slo | 8 | loo ee 
24.11. | 30 }o,048 | 1,60 [0,857 11,90]0,0085 0,11660,0025 0,0833|0,006 |0,1999 Vor 4. Vergiftung 
15. ILL. | 35 10,049 | 1,400,455 13,00]0,005 0,1428]0,003  |0,0857]0,008 |0,2285}f kobienhydrat. 
| Nah ; 
Durchschn. {0,0455] 1,50 [0,406|12,45[0,00425 0,1297]0,00275|0,0840]0,007 |0,2137 mn 
v.15. bis | | 
27. 1V. | 30 0,040 | 1,40 ]0,348,11,60]0,004 0,133 fo,0025 0,083 fo,0065 0,216 ea on 
7.V. | 25 |0,075 | 3,00]0,225) 9,000,003 (0,12 {0,002 0,081 {0,005 |0,201 |)Behandiung mit 
15.V. | 40 10,160 | 4,00 ]0,320) 8,00]0,004 0,10 0,003 (0,075 10,007 |0,175 |] einer, Mischung 
24.V. | 35 10,168 | 4,80 ]0,262| 7,50]0,003 0,09 |0,0025 0,071 }0,0052 0,161 }f For ata Amer. 
30.V. | 40 [0,20 | 5,00]0,28 | 7,00]0,0035 (0,08 |0,0025 (0,062 0,006 (0,142 |) alkohol 
_Tabelle II. 
ox| Nucleo- Gallen- Freies Gebundenes | Gesamt- 
%5| proteid |siauresalze] Cholesterin | Cholesterin | cholesterin 
o — - ——— _ — _ - —— - are 
meee as Absol. | Proz. |Absol., Proz.| Absol. | Proz. | Absol. | Proz. | Absol.| Proz. Bemerkengen 
Wert | Wert | Wert | Wert | Wert | Wert | Wert | Wert | Wert | Wert 
; cemy g | "loo 8B | loo Bf loo e "loo _| a | “loo . _ 
4.v. | 25 |o,041 | 1,64[0,403'16,12] 0,003 [0,12 [0,002 [0,08 [0,005 |o,20 Vor .Vergittong 
10. V. | 82 0,044 | 1,37 ]0,394'12,31] 0,004 0,125 | 0,002 |0,0625]0,006 |0,1775]f konlenhydrat. 
' ’ Nah 3 
Durchschn. |0,0425| 1,50 [0,398 14,21] 0,0035 (0,1225] 0,002 |0,0713]0,0055)0,1938) 
v. 2. bis | 
7. VI. | 80 [0,054 | 1,80 }0,348/11,60] 0,003 0,10 | 0,0025 '0,083 |0,0055'0,183 qo 
15. VI. | 25 10,057 2,30 |0,225/10,00] 0,002 0,08 | 0,002 0,08 [0,004 0,16 |} P'yspritzungen 
22. VI. | 40 ]0,16 4,00 ]0.32 | 8.00 0,003 [0,075 | 0,0025 (0,062510,0055.0,1375|) tarce v. Beall 
Durchschn. {0,090 | 2,70 [0,297'9,86 | 0,0026 '0,085 | 0,0023 '0,075 |0,0049/0,160 
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Aus diesen Tabellen sieht man deutlich, daB man unter 
der Wirkung einiger Substanzen, die eine vergiftende Wirkung 
auf die Leber ausiiben, wesentliche Stérungen in der AbstoBung 
des Nucleoproteids, der Gallensiiuresalze und des Cholesterins 
bekommt. 

Das Nucleoproteid hat merklich zugenommen: von einem 
Durchschnitt von 1,5 g°/,, sind wir bis zu 5°/,, gekommen! 

Solche Resultate bestatigen vdollig die in der ersten Serie 
erhaltenen. 

Die Gallensauresalze dagegen haben sich sehr vermindert; von 
dem normalen Durchschnitt von 12 g°/,, sind sie fortschreitend 
bis zu 7°/,, herabgesunken; sie haben sich also fast um die 
Halfte verringert. Es handelt sich nicht um einen scheinbaren 
Wert, denn diese Proportion erhalt sich mehr oder weniger, 
auch wenn man den absoluten Wert der abgestoBenen Gallen- 
sdiuresalze betrachtet. 

Weniger klar ist das Verhalten des Cholesterins. Wenn man 
sich an den Prozentsatz halten wollte, miBte man sagen, dab 
auch das Cholesterin unmerklich vermindert ist (namentlich das 
freie Cholesterin). Von 0,13 g°/, kommt man allmahlich auf 
0,09 g°/4o. Wenn man aber den absoluten Wert beriicksich- 
tigt, erscheint diese Verringerung weniger merklich, aber immer- 
hin meBbar, namentlich beim ersten Hunde. 

In der Tat sind wir von einer durchschnittlichen Aus- 
scheidung von 0,0042 g freiem Cholesterin bis zu 0,0035 g ge- 
kommen, und auch die Abscheidung des gebundenen Chole- 
sterins ist von 0,0027 g bis 0,0022 g gekommen, so daf das 
gesamte Cholesterin, das im Durchschnitt 0,007 g war, auf 
0,0059 g gekommen ist. 

Weniger bedeutend, aber immer noch meBbar erschien die 
Verringerung am zweiten durch die Kultur von B. coli ver- 
gifteten Hunde; aber die Verringerung bezog sich hauptsich- 
lich auf das freie Cholesterin; man kam von einem Durch- 
schnitt von 0,0035 g freien Cholesterins auf 0,0026 g. 

Wir kénnen also annehmen, da8 einige Vergiftungen der 
Leber die chemische Zusammensetzung der Galle stéren, so daB 
sie den Inhalt des Nucleoproteids wesentlich erhdhen, jedoch 
die Gallensdiuresalze bedeutend und das Cholesterin (namentlich 
das freie) merklich verringern lassen. 
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Wie soll man diese Resultate erkliren? 

Warum lassen die Vergiftungen der Leber das Nucleo- 
proteid ansteigen? Ich habe zu diesem Zwecke keine be- 
sonderen Forschungen angestellt, aber man kann vermuten, daB 
diese Zunahme entweder von einer Reizung der Gallenwege oder 
vom Absterben der Leberzellen durch die Wirkung der ein- 
gegebenen Giftstoffe herriihrt. 

Nach den Untersuchungen von Paykull kame das Nucleo- 
proteid von der Abschieferung der kanalf6rmigen Epithelien, und 
da ware die erste Idee, die aufkommt, um die Zunahme des 
Nucleoproteids zu erkliren, daB die Abschieferung unter der 
Wirkung der eingegebenen Giftstoffe zugenommen habe. Aber 
wenn man bedenkt, daB die biliaren Epithelien reich an Chole- 
sterin sind, und daB die Naunynsche Lehre nicht richtig ist, 
die angibt, daB das ganze Gallencholesterin von ihnen her- 
kommt, so ist jedoch sicher, daB die Epithelien eine Quelle des 
Cholesterins sein kénnen, und so miBte man auch eine Zu- 
nahme dieser Substanz in der Galle erwarten, wenn wirklich 
eine erhéhte Abschieferung dieser Epithelien vorhanden wire. 
Meine Untersuchungen beweisen aber, daB das Cholesterin gar 
nicht zugenommen, vielmehr etwas abgenommen hat: es ist 
also unwahrscheinlich, daB eine gréBere Abschieferung der 
kanalférmigen Epithelien vorhanden sei. 

Andererseits wird von einigen Forschern wie Strau8 und 
Blocq, Afanassiew, Rovighi, Boix, D’Amato und vielen 
anderen angenommen, daB alle von mir angewendeten Gift- 
stoffe mehr oder weniger ausgebreitete Nekrose der Leberzellen 
verursachen. 

Es wird viel Nucleoproteid der Zellengewebe der Leber in 
Freiheit gesetzt, und es ist mdglich, daB es durch die Gallen- 
wege abgestoBen wird. 

Viel leichter ist die Erklarung der anderen wichtigen Tat- 
sache, d.h. die Verminderung der Gallensduresalze. Es ist be- 
kannt, daB diese in physiologischen Zustaénden nicht im Blut 
existieren. Sie werden ausschlieBlich von den Leberzellen ge- 
bildet, und es ist leicht zu verstehen, wie die vergifteten und 
teilweise abgestorbenen Leberzellen weniger funktionieren und 
so eine geringere Menge Gallensalze erzeugen. 

Im Gegenteil ist es nicht leicht, sich die wenn auch leichte 
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Verminderung des freien und gebundenen Cholesterins zu er- 
kliren. Hier stoBen wir uns an die noch so streitige Frage 
des Bildungsortes des Cholesterins und seiner AbstoBungswege. 

Wenn man sich vergegenwirtigt, daB in der vergifteten 
Leber die Zerstérung der Zellen vorkommt und man so Zer- 
setzungsprodukte der Zellen erhalt, die nach Klemperer das 
Cholesterin von dem Zellengewebe absondern, so mu8 man eine 
Zunahme des Gallencholesterins und nicht eine Verminderung 
desselben erwarten. 

Aber diese Verminderung kénnte man ganz gut nach den 
Untersuchungen von Reicher und anderen erkliren, die an- 
nehmen, daB die Leber ein cholesterinerzeugendes Organ sei, 
das auf Kosten des Fettes und der EiweiBstoffe gebildet wiirde. 

Die von mir beobachteten Tatsachen stimmen nicht gut 
mit der in den letzten Jahren von vielen und vor allem von 
Grigaut verteidigten Hypothese iiberein, daB, wenn man die 
chemischen Affinitaéten zwischen Cholesterin und Cholalsdure 
fiir die Formel, fiir die Reaktion und fiir die Zerlegungs- 
produkte annimmt, es wahrscheinlich ist, da8 das in unseren 
Organismus eingefiihrte Cholesterin sich in der Leber teilweise 
in Cholalsiuresalze und dann in Gallensiuresalze verwandelt. 

Wenn die Sache so einfach ware, hatten wir in der Galle 
der vergifteten Hunde eine geringere Titigkeit der Leber in 
der Umwandlung des Cholesterins in Cholalsiure bemerken 
miissen; d.h. eine Zunahme des Cholesterins und eine Abnahme 
der Gallensauresalze; statt dessen haben wir gesehen, wie das 
Cholesterin sogar abgenommen hat. 

Es ist also nicht leicht, beim jetzigen Zustand unserer 
Kenntnisse iiber die Biochemie des Cholesterins eine sichere 
Erklarung der von mir beobachteten Tatsache zu geben. 
Dessenungeachtet bleibt das Faktum, und es scheint mir nicht 
ohne Wichtigkeit zu sein. 

Niemandem kann die Wichtigkeit entgehen, die diese Unter- 
suchungen fiir die Pathogenese der Gallensteinkrankheit haben. 

In dem Bericht, den ich 1913 iiber dieses Argument in der 
Gesellschaft fiir innere Medizin erstattet habe, driickte ich die 
Meinung aus, da8 die chronischen Intoxikationen der Leber 
als zur Gallensteinkrankheit pridisponierende ethiologische Mo- 
mente anzusehen seien. Ich begriindete diese Meinung mit den 
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ersten Resultaten meiner Nachfoschungen, die schon zeigten, 
daB die Vergiftungen der Leber das Nucleoproteid stark zu- 
nehmen lassen. 

Die gegenwartigen Untersuchungen verstaérken noch die 
voriges Jahr ausgesprochene Meinung. 

Die Zunahme des Nucleoproteids in der Galle ist als ein 
dem Niederschlage des Cholesterins giinstiger Zustand anzusehen. 

Die Studien von Porges und Neubauer, von Schade 
von Lichtwitz sowie die meinigen beweisen unwiderruflich 
die Wichtigkeit, welche die Eiweifstoffe fiir die Ausscheidung 
des Cholesterins haben. Es ist also klar, daB alle krank- 
haften Zustainde, welche die EiweiBstoffe in der Galle zunehmen 
lassen, als der Bildung von Steinen giinstig angesehen werden 
missen. 

Man fiige zu diesem giinstigen Zustand noch den andern 
nicht minder wichtigen, von mir bewiesenen, der Verminderung 
der Gallensalze hinzu. Alle Autoren betrachten die Gallensalze 
als die Hauptlésungsmittel des Cholesterins. Die Untersuchungen 
von Exner und Heyrowski und die meinigen beweisen, daB 
die am besten bekannten Ursachen der Gallensteinkrankheit, 
wie z. B. die Infektionen, vor allem dadurch wirken, daB sie 
eine starke Verminderung der Gallensalze hervorrufen; und die 
Untersuchungen von Exner und Heyrowski schreiben den 
Gallensiuresalzen noch mehr als den Seifen und den neutralen 
Fetten die Aufgabe zu, das Cholesterin in der Galle aufgelést 
zu erhalten. 

Es ist also klar, daB eine merkliche Abnahme der Gallen- 
salze wie die von mir beobachtete (die fast bis 50°/, ansteigt), 
den Niederschlag des Cholesterins sehr begiinstigen muB8, wenn 
auch die anderen giinstigen Bedingungen vorhanden sind. 

Die Lebervergiftungen bereiten also in der Galle die giinstig- 
sten chemischen Zustinde zur Ausscheidung des Cholesterins vor. 

Das ist die wichtigste Folgerung, die man meinen Unter- 
suchungen entnehmen kann; aber wie man leicht versteht, 
ist es nicht die einzige. Wenn man der hohen funktionellen 
Aufgabe gedenkt, die im VerdauungsprozeB den Gallensalzen 
zukommt, mu8 man an die tiefe Stérung denken, die jedes- 
mal in dieser Verdauung vorkommt, wenn die einer chronischen 


Intoxikation unterworfene Leber eine an Gallensalzen arme 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 24 
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Galle absondert. Es wire der Miihe wert, die Untersuchungen 
in dieser Richtung fortzusetzen, aber fiir jetzt begniige ich 
mich mit dem SchluB, daB das Eingeben einiger bekannter Leber- 
gifte tiefe Veriinderungen in der chemischen Beschaffenheit der 
Galle hervorbringt insofern, daB es das Nucleoproteid auf 
bemerkenswerte Weise zunehmen 1a8t (fiinffach und 
noch mehr), wahrend es die Gallensdiuresalze merk- 
lich, das freie und das chemisch gebundene Cholesterin 
etwas weniger abnehmen 1]aBt. Diese chemischen Ver- 
anderungen der Galle stellen ginstige Zustainde fiir 
die Ausscheidung des Cholesterins und daher fiir die 
Bildung der Gallensteine vor. 
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Zur Frage nach der fermentativen Tatigkeit des Blutes 
und der Organgewebe bei Pankreasexstirpation. 


II. Mitteilung. 
Uber die Nuclease. 


Von 
W. Stawraki. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Kaiserlichen Instituts fiir 
experimentelle Medizin, Petersburg.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1914.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Um die Beziehungen des Pankreas zum Purinstoffwechsel 
aufzuklaren, muB8 bei experimentellen Studien die nucleolytische 
Wirkung des Blutes und der Organgewebe beriicksichtigt wer- 
den, da die Berechnung des Nucleinstoffwechsels aus den durch 
den Harn ausgeschiedenen Endprodukten den neueren An- 
schauungen nach nicht mehr geniigend ist. Die Bestimmung 
der nucleolytischen Wirkung des Blutes und der Organgewebe 
an pankreaslosen Hunden miibte die Beziehungen des Pankreas 
zum Purinstoffwechsel aufklaren. Von verschiedenen Forschern 
wurde der Versuch gemacht, die Stérungen des Purinstoff- 
wechsels in Zusammenhang mit der Tatigkeit innerer Organe 
zu stellen. Mares‘) und Smetanka?’) vertreten bis zur letzten 
Zeit die Ansicht iiber den Zusammenhang der Verdauungs- 
driisen, hauptsiachlich des Pankreas, mit der Bildung und Aus- 
scheidung der Harnséure. Mares konstatierte, daB die durch 
Pilocarpin angeregte Driisentatigkeit tatsichlich mit Harnsaure- 
vermehrung verbunden ist. Von Burian und Schur wurde 


1) Mares, Arch. f. d. ges. Physiol. 134, 149. 
%) Smetanka, Arch. f. d. ges. Physiol. 130, 149. 
24* 
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die auBerst wichtige Tatsache festgestellt, da8 bei purinfreier 
Nahrung die Harnsdureausscheidung nicht aufhért, und daB 
diese Harnséiure endogener Herkunft ist. Mares stellt auch 
diese Harnsiureausscheidung in Zusammenhang mit den Ver- 
dauungsdriisen, hauptsaichlich mit dem Pankreas: ,Der Zu- 
sammenhang der endogenen Harnsaurebildung mit den Ver- 
dauungsdriisen tritt besonders beim Pankreas hervor.“ Von 
Polubojarinoff*) wurde der Versuch gemacht, die Beziehung 
des Pankreas zum Purinstoffwechsel aufzuklaren. Er machte 
seine Beobachtungen an Hunden bei partieller Pankreasexstir- 
pation, das heiBt, es wurde von ihm absichtlich ein von der 
Darmwand isoliertes Pankreasstiickchen hinterlassen, und kon- 
statierte eine bedeutende Steigerung der Purinbasenausschei- 
dung, die er durch Zerfall der Zellkernstoffe zu erkliren ver- 
sucht. Von Mendel und Lusk?*) wurde bei Diabetikern nach 
purinreicher Nahrung im Gegenteil zu normalen Menschen eine 
bedeutende Steigerung und Beschleunigung der Harnsaéureaus- 
scheidung konstatiert. Von bedeutendem Interesse sind die 
Beobachtungen von Bloch*) und Rosenberger‘) iiber die 
Hemmung der Harnsdureausscheidung endogener Herkunft bei 
gesteigerter Purinausscheidung exogener Herkunft. 

Diese Tatsachen, die herabgesetzte Ausscheidung der endo- 
genen Harnséure und die bedeutende Beschleunigung der Aus- 
scheidung exogener Purine bei Erkrankungen des Pankreas 
resp. Stérungen seiner innersekretorischen Funktionen deuten 
auf den Zusammenhang des Pankreas mit dem Purinstoffwechsel. 
Der Ausfall der Pankreastitigkeit resp. seine innersekretorischen 
Stérungen kénnen nicht ohne EinfluB auf die nucleolytische 
Wirkung der Zellen des Organismus bleiben. 

Es ware méglich, daB den Pankreaserkrankungen (Diabetes) 
eine Stérung des Nucleinstoffwechsels der Zellen, resp. Stérung 
ihrer fermentativen Tatigkeit zugrunde liegt und dadurch eine 
gesteigerte und beschleunigte Baumaterialausscheidung bedingt 
wird, oder es findet Stérung des Ersatzvermégens und der 
synthetischen Tatigkeit der Zellen statt, die der Organismus 


‘) Polubojarinoff, Russki Wratsch 1910, Nr. 51. 
*) Mendel und Lusk, Arch. f. klin. Med. 81. 

8) Bloch, Arch. f. klin. Med. 83. 

*) Rosenberger, Zeitschr. f. Biol. 48. 
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durch Hemmung des eigenen Nucleoproteidabbaus reguliert 
und dadurch eine herabgesetzte Ausscheidung endogener Harn- 
siure bedingt wird. 

Da von verschiedenen Forschern bei Diabetes — bei Stérung 
innersekretorischer Pankreastatigkeit — Anomalien im Nuclein- 
stoffwechsel konstatiert worden sind, so muB die Bestimmung 
der nucleolytischen Wirkung der Organgewebe pankreasloser 
Hunde von bedeutendem Interesse sein, und deshalb unter- 
suchte ich das Serum und die Organextrakte normaler und 
pankreasloser Hunde auf ihren Nucleasegehalt. 

Levene, Jones und ihre Mitarbeiter haben gezeigt, daB 
die ,,.Nuclease“ als Sammelname fiir eine ganze Reihe spezifisch 
wirkender Fermente aufgefaBt werden muB, und daB die stufen- 
weise Spaltung der Nucleinsiuren unter der Einwirkung ver- 
schiedener Fermente dieser Gruppe verlaiuft. Diese Spaltung 
geht durch verschiedene von Levene u. a. charakterisierte 
Zwischenprodukte. 

Da Methoden zur Bestimmung der Wirkung einzelner Fer- 
mentgruppen fehlen, kann nur die gesamte nucleolytische Wir- 
kung berechnet werden, doch sind die nach der optischen 
Methode (Pighini) fiir Serum und Organgewebe erhaltenen 
Werte nicht vergleichbar, da das Serum keine Nucleosidase, 
die zu den intracellularen Fermenten gehért, enthilt. 


Versuchsanordnung. 


Ich bestimmte die nucleolytische Wirkung des Blutes und 
der Organgewebe bei gesunden und pankreaslosen Hunden nach 
der optischen Methode (Pighini’) und bediente mich des von 
Neuberg*) vorgeschlagenen hefenucleinsauren Natriums. Be- 
stimmt wurde das Drehungsvermégen gleich nach Herstellung 
der Mischung und zum Schlu8 des Versuches. Da wir die bei 
pankreaslosen Hunden erhaltenen Werte mit normalen Hunden 
vergleichen und diese Werte nicht als absolut ansehen, so 
wurde die einmal ausgearbeitete Versuchsanordnung strengstens 
eingehalten. Beim Serumversuch wurden 20 ccm einer 2°/,igen 
Nucleinnatriumlésung mit 1 ccm Serum, bei Organextrakten 


1) Pighini, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 85. 
*) Neuberg, diese Zeitschr. 30, 505. 
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Tabelle I. 
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Hunde 


mit 5 ccm?) Extrakt in sterilen 
Kolben versetzt, die eine Hialfte 
der Mischung gleich in ein 
100 mm langes Polarisationsrohr 
gegossen, das Drehungsvermégen 
bestimmt, die Lésung verworfen 
und der Kolben mit der zweiten 
Halfte in einen Thermostaten 
bei 38° gestellt. Nach 24 Stun- 
den wurde der Kolbeninhalt auf 
einer elektrischen Zentrifuge 
zentrifugiert, die klare Flissig- 
keit in ein Polarisationsrohr ge- 
gossen und das Drehungsver- 
mdgen bei derselben Temperatur 
bestimmt. Ich benutzte einen 
Polarisationsapparat nach Lan- 
dolt von der Firma Franz 
Schmidt und Haensch, Berlin, 
mit einer Nernstlampe als Licht- 
quelle und einer Kaliumbi- 
chromatlésung als Lichtfilter. Zu 
diesen Versuchen dienten die 
in meiner ersten Mitteilung®) be- 
schriebenen, in 4 Gruppen ein- 
geteilten Hunde: 

1. Gruppe: Normale (gesunde) 
Hunde. 

2.Gruppe: PankreasloseHunde 
(Kurzversuche). 

3. Gruppe: Gelbsiichtige, pan- 
kreaslose Hunde (Kurzversuche). 


1) Die Organextrakte (1:50 mit 
steril. Wasser) wurden an einem 
kiihlen Ort im Laufe von 24 Stun- 
den hergestellt und dann stark zen- 
trifugiert. Siehe Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 89, 381. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 381. 
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4. Gruppe: Pankreaslose Hunde (Dauerversuche — iiber 
20 Tage nach Pankreasexstirpation). 

Das Blut wurde immer 18 Stunden nach der letzten 
Nahrungsverabreichung entnommen, die Entblutung geschah 
immer erst 24 Stunden nach Fiitterung. Das Serum wurde 
durch Gerinnung des Blutes und Absetzen erhalten. 

Wie aus nebenstehender Tabelle zu ersehen ist, sind die indi- 
viduellen Schwankungen der nucleolytischen Energie des Serums 
bei verschiedenen normalen Hunden, von denen ich 15 unter- 
suchte, recht bedeutend; als Maximalwert fand ich die Zahl 
1,19, als Minimal 0,75 (Durchschnitt 1,03). 

Bei einem jeden Versuchstier wurde die nucleolytische 
Wirkung des Serums vor der Pankreasexstirpation bestimmt 
und die nach der Operation konstatierten Verinderungen mit 
diesen Werten verglichen (s. Tabelle I). 

Aus Tabelle I geht hervor, daB in den ersten Tagen 
nach der Operation keine Veranderungen in der nucleolytischen 
Serumenergie stattfinden. Beim Hunde V wurde am 7. Tage 
eine geringe (1,00 bis 0,71), beim Hunde VIII am 6. Tage und 
bei VI am 11. Tage eine sehr bedeuteude Abnahme kon- 
statiert. Nach einigen Tagen findet wieder eine Steigerung 
statt, die aber niemals die friihere Norm vor der Operation 
erreicht. Die Kurve veranschaulicht diese Verinderungen. 
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Fig. 1. 


Die nucleolytische Wirkung der Gewebe verschiedener 
Organe ist in nachfolgender Tabelle dargestellt. 

Aus dieser Tabelle geht deutlich hervor, daB bei totaler 
Pankreasexstirpation eine bedeutende Abnahme der nucleo- 
lytischen Energie fast aller Organe stattfindet. Am deutlichsten 
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ausgesprochen ist diese Abnahme bei Dauerversuchen und er- 
reicht nicht selten 40 bis 60°/, des vor der Operation be- 
stimmten Wertes. Von Bedeutung sind die Befunde iiber die 
Steigerung der nucleolytischen Wirkung des Gehirns und der 
Muskeln bei Kurzversuchen im Gegenteil zu Dauerversuchen, wo 
eine Abnahme im Gehirn von 45°/, und den Muskeln von 32,6°/, 
stattfindet. Nur in der Unterkieferdriise (Gland. submax.) wurde bei 
Dauerversuchen eine regelmaBige Steigerung (42°/,) konstatiert. 

In der Tabelle II sind die Organe nach ihrem Nuclease- 
gehalt geordnet. 

Mir ist natiirlich der Gedanke, aus meinen Beobachtungen 
irgendwelche bestimmten SchluBfolgerungen fiir dieses oder 
jenes Organ zu machen, vollstaindig fern, da die individuellen 
Schwankungen sehr bedeutend sind, doch will ich betonen, 
daB bei Pankreasexstirpation eine allgemeine Abnahme der 
nucleolytischen Wirkung stattfindet. 





1) Das Gewicht der Organe und ihre Trockensubstanz, sowie Be- 
riicksichtigung des Fettgehalts siehe Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 381. 

*) Die Zahlen bedeuten die Differenz des Drehungsvermégens vor 
und nach dem 24-Stunden-Versuch bei 5 com Organextrakt (1:50) und 
20 com 2°/,ige Nucleinnatriumlésung. 
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Die Frage, ob das Pankreas als Quelle der nucleolytischen 


Fermente oder ihrer Aktivatoren aufgefaBt werden kann, bleibt 
offen. Was die nucleolytische Wirkung des Pankreas anbetrifit, 
so ist dieselbe nicht hdher als in vielen anderen Organen. 


Nehmen wir den fiir Pankreas bestimmten Mittelwert (1,07), 


so muB derselbe seiner nucleolytischen Wirkung nach an den 
6. Platz gestellt werden. 


Am richtigsten scheint die Voraussetzung, daB das Pankreas 
die Quelle der nucleolytischen Aktivatoren darstellt, und da® 
die Abnahme der nucleolytischen Energie durch Ausfall der 
innersekretorischen Pankreastatigkeit bedingt wird, und daB 
diese Stérung nicht ohne EinfluB auf den intracellularen Stoff- 


wechsel bleiben kann. 


Zusammenfassung. 


Die totale Pankreasexstirpation bedingt eine bedeutende 
Abnahme der nucleolytischen Wirkung des Serums und aller 


von mir untersuchten Gewebe bei Hunden. 








TF RAE en Om ME ia recent sare Ne 9 


PONTE 


a Sa Se ae 








cog asian Smee 


Zur Frage nach der fermentativen Tatigkeit des Blutes 
und der Organgewebe bei Pankreasexstirpation. 
III. Mitteilung. 

Uber die Diastase. 


Von 
W. Stawraki. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Kaiserlichen Instituts fir 
experimentelle Medizin in St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1914.) 


Uber die Rolle des Pankreas bei Versorgung der Organ- 
gewebe mit diastatischen Fermenten liegen in der Literatur zahl- 
reiche Forschungen vor. Lépine-Barral’) und Kaufmann’) 
waren meines Wissens die ersten, die eine bedeutende Ab- 
nahme der diastatischen Wirkung des Blutes nach Pankreas- 
exstirpation bei Hunden konstatierten. Diese Tatsache wurde von 
verschiedenen Forschern (Loeper und Ficai*), Schlesinger’), 
Wohlgemuth’), Moeckel-Rost*), Otten-Galloway’) und 
anderer) bestiatigt, d. h. alle konstatierten bei Pankreasexstir- 
pation eine bedeutende Abnahme der diastatischen Energie des 
Blutes und einiger Organe (in der Leber Bang’) u. a.). Was die 
Zeit des Eintritts der fermentativen Abnahme nach Pankreas- 
exstirpation und die Rolle des Pankreas als Quelle dieser 
Fermente, sowie einige andere Fragen anbetrifft, so gelangten 


1) Lépine und Barral, Revue de Méd. 1892, 488. 

*) Kaufmann, Compt. rend. Soc. Biol. 46, 130, 1894. 

5) Loeper und Ficai, Arch. de méd. expérim. 19, 722, 1907. 

*) Schlesinger, Deutsche med. Wochenschr. 1908, 593. 

5) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 21, 381, 1909. 

*) Moeckel und Rost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 462. 

") Otten und Galloway, Amer. Journ. of Physiol. 26, 374, 1910. 

5) I. Bang, M. Ljungdahl und V. Bohm, Beitrage z. chem. Physiol. 
u. Pathol. 10, 320, 1907. 
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die betreffenden Forscher zu widersprechenden Resultaten. 
Schlesinger’) u. a. sind geneigt, das Pankreas als Hauptquelle 
der diastatischen Fermente aufzufassen und vertreten die An- 
sicht, da8 das Pankreas durch den Kreislauf des Blutes alle 
Organgewebe mit diastatischen Fermenten versorgt. Wohl- 
gemuth, Moeckel-Rost u. a. dagegen halten die diastatischen 
Fermente des Blutes fiir ein Produkt der Lebenstatigkeit und 
des Stoffwechsels der Zelle verschiedener Organe (Leber, Nieren, 
Speicheldriisen, Muskel und andere Organgewebe). Bei Ent- 
scheidung der Frage nach der Rolle des Pankreas bei Ver- 
sorgung des Organismus mit diastatischem Ferment stiitzen 
die Forscher sich Ofters auf durch quantitative Berechnungen 
der Fermentschwankungen des Blutes festgestellte Tatsachen. 

Die Frage, ob der Organismus die durch Pankreasexstir- 
pation herabgesetzte diastatische Energie der Gewebe durch 
kompensatorische Tatigkeit irgendeines anderen Organs steigern 
oder ersetzen kann, steht offen. 

Um diese Frage aufzukliren, bestimmte ich, da derartige 
Untersuchungen meines Wissens fehlen, den Gehalt verschie- 
dener Organgewebe an intracellulirem diastatischem Ferment 
bei pankreaslosen Hunden und stellte mir im allgemeinen 
folgende Fragen: 

1. Wann beginnt die Abnahme der amylolytischen und 
saccharifizierenden Energie des Blutes bei Hunden nach totaler 
Pankreasexstirpation ? 

2. Wie lange dauert die Abnahme dieser fermentativen 
Eigenschaften des Blutes, wie lange bleibt sie herabgesetzt und 
findet nach einer gewissen Zeit bei pankreaslosen Hunden nicht 
Steigerung dieser herabgesetzten Energie statt? 

3. Kann durch Bestimmungen der amylolytischen und 
saccharifizierenden Energie der Organgewebe pankreasloser 
Hunde bei verschiedener Lebensdauer nach der Operation 
vielleicht in Geweben einiger innerer Organe eine Steigerung 
dieser fermentativen Energie konstatiert werden und kann der 
Organismus die durch Pankreasexstirpation herabgesetzte 
diastatische Energie durch kompensatorische Tatigkeit irgend- 
eines Organs oder Gewebes steigern? 


1) Schlesinger, Verhdl. des Kongresses f. innere Med. 25, 505, 1908. 
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Versuchsanordnung. 

Ohne hier auf die Frage, ob die Spaltung der Starke als 
einheitlicher Vorgang aufzufassen ist, oder ob nicht zwei Fer- 
mentgruppen dabei mitwirken, von denen die eine Starke bis 
Dextrin abbaut und die zweite aus Dextrin Zucker bildet, ein- 
zugehen, machte ich alle meine Untersuchungen nach zwei 
Methoden und bestimmte also die Umwandlung der Starke in 
Dextrin (amylolytische) und den weiteren Abbau der Dextrine 
(saccharifizierende Wirkung). 

Die Mehrzah] der Forscher, die die Beziehungen des 
Pankreas zum Kohlenhydratstoffwechsel aufzukliren versuchten, 
bedienten sich beim Studium der fermentativen Tiatigkeit der 
Organgewebe der zweiten Methode, d.h. sie bestimmten die 
saccharifizierende Wirkung, und nur wenige arbeiteten nach der 
Wohlgemuthschen Methode. Aljoschin’), Tschernoruzki?), 
Lang*) und andere konnten bei gleichzeitiger Anwendung beider 
Methoden keinen Parallelismus beim Verlauf diastatischer Pro- 
zesse konstatieren. Jedenfalls kénnte die gleichzeitige parallele 
Bestimmung der diastatischen Fermente nach beiden Methoden 
vielleicht gewisse Anhaltspunkte fiir die Zwei-Enzym-Theorie 
geben, und deshalb machte ich alle meine Bestimmungen nach 
beiden Methoden. 

Unter dem Namen _,,diastatische Fermente“ will ich in 
dieser Abhandlung die Gruppe 4dhnlich wirkender Fermente, 
welche die Starke spalten, verstehen. 

Die nach Wohlgemuth erhaltenen Werte will ich be- 
dingt als amylolytische Wirkung (Energie) und die nach der 
Reduktionsmethode erhaltenen als saccharifizierende Wirkung 
bezeichnen. 

Bei Bestimmung der amylolytischen Wirkung des Blutes 
und der Organgewebe hielt ich mich an die Wohl gemuthsche‘) 
Methodik und arbeitete immer mit einer frisch hergestellten 
1°/,igen Staérkelésung (Kahlbaum, Lésliche Starke). Die ein- 
mal ausgearbeitete Methodik, wurde was den Versuch anbetrifft, 





1) Aljoschin, Dissertation. Petersburg 1911 (russisch). 
*) Tschernoruzki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 75, 222. 
*) Lang, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 8, 278, 1911. 
*) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908.— Derselbe, Grund- 
riB der Fermentmethoden 1913, 
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im Laufe der ganzen Zeit strengstens eingehalten und deshalb 
sind die zu verschiedener Zeit erhaltenen Resultate natiirlich 
vergleichbar. Das Serum wurde immer mit sterilem destillier- 
tem Wasser 1:5 verdiinnt und der Versuch in 6 sterilen 
Reagensglasern angestellt. (0,1, 0,16, 0,25, 0,40, 0,64, 1,00 cem 
des verdiinnten Serums.) Ein jedes Reagensglischen wurde mit 
5ccm der 1°/,igen Starkelésung versetzt, das Volumen mit 
sterilem Wasser bis auf 10 ccm angefiillt, mit Toluol iiber- 
schichtet und fiir 24 Stunden in einen Thermostaten bei 38° 
gestellt. Nach Verlauf dieser Zeit wurden die Reagensgliser 
mit destilliertem Wasser bis auf eine Fingerbreite angefiillt 
und einige Tropfen "/,,-Jodlésung hinzugetan. Die in Erythro- 
dextrin umgewandelte Stairkelésung wurde immer auf 1 ccm 
Serum berechnet, so daB die von uns fiir die amylolytische 
Wirkung des Serums angegebenen Werte die Kubikzentimeter 
der 1°/,igen Stirkelésung bedeuten, die durch 1 ccm Serum 
bei 38° in 24 Stunden in Erythrodextrin verwandelt werden. 

Zur Bestimmung der fermentativen Wirkung der Organ- 
gewebe wurden aus getrockneten Organen') Wasserextrakte 
(1: 100) hergestellt und 1 bis 2 ccm der 1°/, igen Starkelésung 
mit steigenden Extraktmengen in sterilen Reagensglisern ver- 
setzt, das Volumen mit destilliertem, sterilem Wasser bis auf 
10 com angefiillt, mit Toluol iiberschichtet und fiir 24 Stunden 
in einen Thermostaten bei 38° gestellt. Die in Erythrodextrin 
umgewandelte Starkelésung wurde immer auf 1 g_ trockne 
Substanz berechnet, so daB die von uns fiir die amylolytische 
Wirkung der Organgewebe erhaltenen Werte die Kubikzenti- 
meter der 1°/, igen Starkelésung bedeuten, die durch 1 g des 
trocknen Organgewebes bei 38° in 24 Stunden in Erythrodextrin 
verwandelt werden. Die niachstfolgende Tabelle veranschau- 
licht unsere Versuchsanordnung mit Berechnung der amyloly- 
tischen Tatigkeit der Organgewebe auf 1 g trockene Substanz. 

















Reagensgliser ee Jjij2is 4] s{ej7| 8 {9 |10 

Extraktmenge (l: 100) ir in com . |4,0)3,0/2,0 1,3/1,0/0,8 0,61 0,5 0,4| 0,3 

Steril. Wasser in com ..... 5,0 | 6,0) 7,0 | 7,7 8,0) 8,2) 8,4/8,5 8.6/8.7 

1°%,ige spines, * incom . . |1,0/1,0/1,0 1,0/1,0) 1,0) 1,0) '19}1.0 1,0 

Amylolyt. Wirkung - —— =. 25 | 33 50 76 100'125|166 200250/333 
Be pe 


4) Siehe Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 381. 
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In den meisten Fallen geniigten zum Versuch 8 Reagens- 
glaser (Nr. 3 bis 10), und nur selten, wo die amylolytische 
Wirkung den Wert 333 iiberstieg, muBte der Versuch in anderen, 
hier gleich veranschaulichten Verhialtnissen angestellt werden. 
































Reagensgliser ........ 1/2/3/4/5/6)/7{8| 9 |10 

Extraktmenge (1:100) in com . |2,0 1,3) 1,0/0,8|0,6 0,5/0,4 0,3] 0,2 | — 

Steril. Wasser in com ..... 6,0| 6,7 7,0) 7,2 7,4|7,517,617,7| 7,8 | — 

1°/,ige Starkelésung in ccm . . |2,0/2,0/2,0/2,0/2,0 2,0/2,0 2,0} 2.0 | — 

Amylolyt. Wirkung = = . /100)153 02) ee ee 400 500 666 109 - 
| \ 








Bei einer solchen Versuchsanordnung konnten immer alle 
Abbaustufen der Starkespaltung konstatiert werden und fiir die 
Berechnung der amylolytischen Tatigkeit bietet diese Anordnung 
praktische Vorteile, da die aus zwei Nachbarglischen be- 
rechnete Differenz der Werte immer ca. 20 bis 30°/, erreicht. 

Zur Bestimmung der saccharifizierenden Wirkung des 
Serums und der Organgewebe wurden immer 0,2 ccm unver- 
diinnten Serums oder 5 ccm Organextrakt (1:50) mit 5 ccm 
der 1°/, igen Starkelésung in sterilen Reagensglisern versetzt, mit 
Toluol iiberschichtet und fiir 24 Stunden in einen Thermostaten 
bei 38° gestellt. (Als Antisepticum kann Chloroform 
bei diesen Versuchen nicht dienen, da es Kupfer redu- 
zierend wirkt.) Die Zuckerbestimmung wurde nach Bertrand 
ausgefiihrt. Die Extrakte einiger Organe wirken selbst Kupfer 
reduzierend (Leber, Nieren, Nebennieren und dazwischen andere 
Organe) und deshalb wurde bei Bestimmungen der saccharafi- 
zierenden Wirkung dieser Organe die betreffende Korrektur 
beriicksichtigt. 

Die Zahlen, durch die wir die saccharifizierende Wirkung des 
Serums und der Organgewebe ausdriicken, bedeuten die Milli- 
gramme Zucker, die durch 1 ccm Serum oder 1 g des trocknen 
Organs aus 5 ccm Stirke bei 38° in 24 Stunden gebildet werden. 


Die amylolytische Wirkung des Blutserums pankreasloser 
Hunde, 


Der Versuch wurde gewohnlich am Tage der Blutentnahme’) 
angestellt. Die nichstfolgende Tabelle veranschaulicht die 
Resultate. 


1) Siehe Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 381. 








™ 


or 


bei Pankreasexstirpation. 


Fermentative Tatigkeit des Blutes 





























29 | 29 | 29 ' 29 | 29|—' 29 OOT 001 €s8 9SIP IA ‘L ‘AGC) IITA "91013 
ae Oe | ‘. i fon oo , Beg kod 6& ” ov ost *. . Tix'ét] TTA -syonsiaaroneq oso[sBosyUE 
} } 001 9g] Oor | G9 | i9STP IA ‘L AST] IA 
as) 29 | 001) OST] ‘II ‘9t) ‘Irv | IX ‘pefoyo “gonq ‘uepunqequn 
| } yiul puny, Josojsveryueg 
ER $8 | 9ST] “A ‘OZ ‘A ‘Ill X }YONsqlexy) ‘usyoordsessne Yor] 
0¢ 68 9¢1] “A 0%) “A FI] XI -yhop tur opuny osojsvoryqueg 
| 0G 0g 29 \9SIP IIT 82; TIT 6} A e101} 
00! €8 OSIPII 16, Ti St} AT “SYONSIOAZINYG eso[svorquvd 
$8 | — Mol pik di he II LG IIX epunyy esojsvosyued 
| 69 (9ST iit ac III '&@ AIX | ouos#uesozure sIyUO eg uy 
E —|§8 |9ST)AT 93) "AI vo] IX si Se. 
9¢ | a8 [22 | €6/08/6t[zt{et{rrjerjit|6|sjzio9is|riels ise? e| gs - “EE w a 
uoljeiedg Joep youu Zunmuyseg Joep os¥y, Sé oa 3 oS 
: —— Pols & a5 
. —— ot aomaeiien . ™ - ie —| ws a 5 
‘UdpIOM 4B[OPUBMIOA ULIQxXOpoIyyAIY Ul UepuNyg FZ UI yQE 19q we | oe go 
uindeg W109 | Yyornp orp ‘Funsojeysnyg wos1"/, | Jap woo erp ueynepeq ueTyez aq | & 2 | = oe 
‘suInJasyn[g sep sunyITA oeyosryAjoyAuy sis 7 








T OTeat 








s prdiaabpabieiiaasccareara: sine cel cumee coe ser —trone 


nearcwtrnbiions” necesito 


TIE eee 
ws Set Voie 3 eas 


iret ge 


peeaes aera 


2 2a Fo TE. 2 


ae 





376 W. Stawraki: 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB sehr bald nach der 
Pankreasexstirpation eine Abnahme der amylolytischen Wirkung 
des Blutserums stattfindet (bei den Hunden XII, XIV, V und 
VII schon am zweiten, bei Nr. IV, VIII und IX am dritten 
Tage). Diese Resultate bestatigen den Befund Schlesingers, 
daB 24 bis 48 Stunden nach der Pankreasexstirpation die 
Abnahme der amylolytischen Energie schon sehr _ bedeu- 
tend ist. 

Bei einigen pankreaslosen Hunden wurde nach Abnahme 
der amylolytischen Energie eine voriibergehende Steigerung 
konstatiert, die beim Hunde VI am 11. Tage nach der 
Operation die friihere Voroperationsnorm erreichte, dann wieder 
abnahm und bis zum 20. Tage herabgesetzt blieb. Beim Hunde VII 
wurde wahrend der ganzen postoperativen Periode eine, seit 
dem 2. Tage nach der Exstirpation konstatierte Abnahme 
ohne temporare Steigerung beobachtet. Beim Hunde VIII 
welcher 36 Tage nach der Exstirpation lebte, fand vom 6. bis 
9. Tage eine sehr geringe Steigerung statt, die wieder schnell 
abnahm und bis zum Ende des Lebens herabgesetzt blieb. 
Bei allen von mir untersuchten Hunden war die Abnahme der 
amylolytischen Energie des Serums nach der Pankreasexstirpation 
recht bedeutend und eine Riickkehr zur friiheren Norm konnte 
ich niemals konstatieren. Untersucht wurden von mir 20 normale 
Hunde, von denen ich fiir 19 den Wert 156 fiir die amyloytische 
Wirkung des Serums konstatierte. Dieser fiir 19 normale Hunde 
konstante Wert spricht zugunsten der Wohlgemuthschen 
Methode. 

Die Pankreasexstirpation bedingt also eine be- 
deutende und schnelle, bis zum Ende des Lebens an- 
haltende Abnahme der amylolytischen Energie des 
Blutes. 

Bei pankreaslosen Hunden mit deutlich ausgesprochener 
Gelbsucht findet ebenfalls eine Abnahme der amylolytischen 
Energie des Blutes statt. 

Beim pankreaslosen Hunde XI mit unterbundenem Duct. 
choled. wurde auch eine deutlich ausgesprochene Abnahme der 
amylolytischen Energie des Blutes konstatiert. Trotzdem die 
Cholemie hier stark ausgesprochen war, blieb die amylolytische 
Energie des Blutes doch herabgesetzt; eine amylolytische Fermente 
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aktivierende Rolle der Galle bei pankreaslosen Hunden konnte 
nicht konstatiert werden. 

Aus den Beobachtungen Wohlgemuths’) ging eine, 
amylolytische Fermente in vitro aktivierende Rolle der Galle 
hervor. 

Mir liegt der Gedanke, diese intra vivam und in vitro ge- 
machten Beobachtungen zu vergleichen, natiirlich fern. 


Die saccharifizierende Wirkung des Blutserums pankreasloser 
Hunde. 


Die in Tabelle II dargestellten Werte k6nnen natiirlich 
nicht mit denen der Tabelle I verglichen werden, doch ist der 
Charakter der unter dem Einflu8 der Pankreasexstirpation 
konstatierten Veranderungen derselbe. 

Bei allen Versuchshunden wurde eine kurz nach 
der Pankreasexstirpation eintretende, bis zum Ende 
des Lebens anhaltende Abnahme der saccharifizie- 
renden Energie des Blutserums konstatiert. Bei gelb- 
sichtigen Hunden und beim Hunde mit unterbun- 
denem Duct. choled. fand dieselbe Abnahme statt. 


Die amylolytische und saccharifizierende Wirkung einiger 
Organgewebe pankreasloser Hunde. 


Die Resultate der Untersuchungen aller Organgewebe sind 
in einer allgemeinen Tabelle dargestellt. Da die Leber und 
Muskeln besonderes Interesse bieten, will ich den Verlauf des 
Versuchs dieser Organe ausfiihrlich protokollieren, wie Wohl- 
gemuth es in seinen Abhandlungen tut. Die Trockensub- 
stanz”) ist fiir ein jedes Organ in der Tabelle angegeben. 

Wie aus der Tabelle III zu ersehen ist, wurde bei allen 
Hunden eine Abnahme der amylolytischen und _saccharifi- 
zierenden Energie, die zum 6. Tage nach der Operation 
stark ausgesprochen war, konstatiert. Beim gelbsiichtigen 
Hunde X war die Abnahme geringer als bei anderen Kurz- 
versuchen. 


1) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 21, 447, 1909. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 581. 
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Die emylniytathe Wirkung der Leber normaler und pentneniones Hunde. 
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Wie aus der Tabelle IV zu ersehen ist, wurde bei pan- 
kreaslosen Hunden in den Muskeln eine Steigerung der amylo- 
lytischen und saccharifizierenden Energie konstatiert. Sehr 
stark ausgesprochen war diese Steigerung bei Hunden, die mehr 
als 20 Tage nach der Operation lebten. 

Die beiden niachstfolgenden Tabellen veranschaulichen die 
von mir fiir die amylolytische und saccharifizierende Wirkung 
verschiedener Organgewebe erhaltenen Werte. In der zweiten 
Rubrik sind die Mittelwerte fiir die einzelnen Gruppen der 
von mir untersuchten Versuchstiere angegeben. 

Zur ersten Gruppe gehéren die normalen Hunde (Kontroll- 
tiere). 

Zur zweiten Gruppe: pankreaslose Kurzversuchstiere. 


» dritten ” ” gelbsiichtige Kurzver- 


suchstiere. 

Zur vierten Gruppe: Dauerversuchstiere. 

In der dritten Rubrik steht der fiir die betreffende Gruppe 
zur Zahl 100 der Norm berechnete Wert, d. h. bezeichnen wir 
die amylolytische Energie der Norm mit 100, so finden wir 
fiir die betreffende Gruppe den in der dritten Rubrik stehen- 


den Wert. 
In der vierten Rubrik ist die in Prozenten berechnete 


Abnahme dargestellt. 

Wie aus den Tabellen V und VI zu ersehen ist, 
findet bei pankreaslosen Hunden eine deutlich aus- 
gesprochene Abnahme der amylolytischen und sacchari- 
fizierenden Energie statt. 

In den Organen der am 6. bis 9. Tage nach der Pankreas- 
exstirpation durch Blutentnahme getéteten Hunde ist diese 
Abnahme deutlicher ausgesprochen als in den Organen der 
Dauerversuchstiere. In den Rumpfmuskeln findet bei 
pankreaslosen Hunden im Gegenteil eine Steigerung 
der amylolytischen und saccharifizierenden Energie 
statt, und dieselbe ist bei Dauerversuchstieren am 
deutlichsten ausgesprochen. 

Bei 8 von mir untersuchten pankreaslosen Hunden wurde 
mit Ausnahme des Hundes XIII schon 24 bis 48 Stunden 
nach der Operation eine bedeutende Abnahme der amylo- 
lytischen und saccharifizierenden Energie des Blutes konstatiert. 











; Tabelle V. 
Die amylolytische Energie der Organgewebe normaler und pankreasloser Hunde. 
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Durch diesen Befund werden Schlesingers'), von Wohl- 
gemuth’)*) bestrittene, Beobachtungen bestitigt. Eine Er- 
klarung dieses Widerspruches kénnen wir in der Abhandlung 
von Wohlgemuth’) finden, wo er berichtet, daB bei Blut- 
entnahme aus der Vena pancreat. eine geringste Beriihrung 
des Pankreas, das seinem Diastasegehalte nach an erster Stelle 
steht, zu fehlerhaften SchluBfolgerungen fiihrt. Wurden von 
Wohlgemuth die nétigen VorsichtsmaBbregeln bei Blutentnahme 
aus der Vena pancreat. beriicksichtigt und war eine Beriihrung 
des Pankreas ausgeschlossen, so konnte bei Vergleichsversuchen 
im Blute der Vena pancreat. kein héherer Diastasegehalt als 
in den anderen GefiBen konstatiert werden. Ich will hier 
ganz besonders betonen, daB in allen Fallen, wo die Pankreas- 
exstirpation von mir ohne Verletzung resp. ohne Ruptur des 
Pankreas ausgefiihrt wurde, und wo nicht die geringsten Spuren 
an der Darmwand zuriickblieben, immer 24 bis 48 Stunden 
nach der Operation die bedeutende Abnahme der erwahnten 
fermentativen Wirkung des Blutes konstatiert wurde. Ich will 
natiirlich nicht behaupten, daB bei tadelloser Exstirpation keine 
individuellen Abweichungen beobachtet werden koénnen. In 
diesen Fillen (XIII), wo das Pankreas wahrend der Operation 
verletzt resp. zerrissen wurde, oder wo vielleicht an der Darm- 
wand die geringsten Spuren zuriickblieben, konnte 24 Stunden 
keine Abnahme konstatiert werden. Bei diesen Versuchen ist 
es durchaus erforderlich, fiir totale Pankreasexstirpation ohne 
Ruptur des Pankreas zu sorgen. Um nach der Operation das 
Ubertragen der an der Darmwand anhaftenden Fermente in 
die Bauchhéhle zu vermeiden, wurde der Darm sorgfaltigst 
mit physiologischer Kochsalzlésung iibergossen und fiir Nicht- 
abflieBen dieser Loésung in die Bauchhohle strengstens gesorgt. 
Bleiben Pankreasreste an der Darmwand zuriick, oder werden 
mit dem Darm Fermente in die Bauchhohle hineingetragen, so 
wird in den ersten Tagen der postoperativen Periode natiirlich 
keine Abnahme, sondern Steigerung der betreffenden Fermente 
im Blute konstatiert werden. 

Die Abnahme der fermentativen Energie des Blutes wurde 


1) Schlesinger, Verhdl. d. Kongr. f. inn. Med. 25, 808, 1908. 
*) Wohlgemuth, ebenda. 
8} Wohlgemuth und Ehrmann, diese Zeitschr. 21, 423. 
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in meinen Versuchen immer kurz nach der Pankreasexstirpation 
beobachtet und erreichte in den ersten Tagen der postoperativen 
Periode 50 bis 70°/,, stieg dann gewohnlich zum 6. bis 9. Tage 
temporir und blieb bis zum SchluB des Lebens herabgesetzt. 
Einen vollstandigen Verlust der amylolytischen und sacchari- 
fizierenden Energie konnte auch ich niemals konstatieren. 

Die Abnahme der amylolytischen und saccharifizierenden 
Energie der Organgewebe war bei am 6. bis 9. Tage der post- 
operativen Periode getéteten Hunden deutlicher ausgesprochen 
als bei Dauerversuchstieren. Die Abnahme der fermentativen 
Energie der Gland. submaxill. und sublingual. erreichte bei Kurz- 
versuchen 65 bis 78°/,, bei Dauerversuchen 38°/,, d. h. in diesen 
beiden Driisen und in den Nieren wurde eine im allgemeinen 
den iibrigen Organen ahnliche Abnahme konstatiert. Offenbar 
wird von der Gland. submaxill. und sublingual. und von den 
Nieren keine kompensatorische Tatigkeit, was die Versorgung 
- des Organismus mit diastatischen Fermenten bei Pankreas- 
exstirpation anbetrifft, entfaltet. 

Aus meinen Versuchen geht eine bedeutende Abnahme 
der amylolytischen (83 bis 75°/,) und der saccharifizierenden 
Wirkung der Leber (51 bis 36°/,) deutlich hervor. 

Diese bei pankreaslosen Tieren von Bang und anderen 
schon friiher konstatierte Abnahme der diastatischen Wirkung 
der Leber wird von verschiedenen Forschern verschieden er- 
klart. Schlesinger vertritt die Ansicht, daB durch Pankreas- 
exstirpation die direkte Zufuhr der Fermente durch die Vena 
pancreat. eingestellt wird, Bang’) und andere dagegen wollten 
den Grund in Stérungen der Innervation sehen. Frank und 
Isaak*) bestimmten die Schwankungen des Zuckergehaltes im 
Blute mit Phlorizin vergifteter Tiere und konstatierten, daB 
die Zuckerabnahme des Blutes mit der Periode der gréBten 
Fettablagerung in der Leber iibereinstimmt. Moeckel und 
Rost*) versuchten das dadurch zu erklaren, daB in der ver- 
fetteten Leber der Kohlenhydratumsatz stark herabgesetzt ist. 
Diese beiden Forscher stellten ihre Vergiftungsversuche mit 


1) I. Bang, M. Ljungdahl und V. Bohm, Beitrige z. chem. 
Physiol. u. Pathol. 9, 408, I. Mitteil.; 10, II. Mitteil. und S. 312, III. Mitteil. 

*) Frank und Isaak, Kongr. f. inn. Med. 1910, 27. 

*) Moeckel und Rost, 1. o. 
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Phlorizin an hungernden Tieren und hofften durch diese 
Versuche die Rolle der Leber bei Versorgung des Organismus 
mit diastatischen Fermenten aufzuklaren. Eine solche Ver- 
suchsanordnung kénnte nach ihrer Meinung auf indirektem Wege 
den Zusammenhang zwischen den Schwankungen im Diastase- 
gehalt des Blutes und der herabgesetzten Leberfunktion auf- 
klaren und zum Teil die sehr schwierigen Versuche mit der 
Leberexstirpation ersetzen. Diese Vergiftungsversuche mit 
Phlorizin und die dabei konstatierte Abnahme des Diastase- 
gehaltes des Blutes, bei gleichzeitiger Fettinfiltration der Leber 
(Rosenfeld), fiihren Moeckel und Rost zur SchluBfolgerung, 
daB die Leber den Organismus zum Teil mit diastatischen 
Fermenten versorgt. 

Nach Pankreasexstirpation steigt der Gehalt des infiltrierten 
Fettes in der Leber bis um das 20fache und deshalb’) sind 
die fiir den Diastasegehalt der Leber konstatierten Werte selbst- 
verstindlich niedriger als in Wirklichkeit, und die Abnahme 
der diastatischen Wirkung ist geringer als sie konstatiert wird. 
Beriicksichtigen wir bei Berechnung der fermentativen Wirkung 
der Leber ihren Fettgehalt, so erhalten wir bedeutend hdhere 
Werte als ohne Fettberiicksichtigung, doch kann aber trotzdem 
eine Abnahme der diastatischen Wirkung konstatiert werden. 
Bei einer so kolossalen Fettinfiltration sind die Zellen der 
Leber in sehr ungiinstige Verhdlinisse versetzt; alle fermen- 
tativen Prozesse des Kohlenhydratstoffwechsels miissen stark 
unterdriickt sein, und deshalb sind wir wohl kaum zur An- 
nahme berechtigt, daB die Zellen der Leber eine kompen- 
satorische Tatigkeit, was die Versorgung des Organismus mit 
diastatischen Fermenten bei Pankreasexstirpation anbetrifft, 
entfalten kénnen. Meine Versuche lésen diese Frage nicht, da 
es iiberhaupt schwierig ist, bei einer so enorm grofen Fett- 
infiltration die physiologische Rolle der Leber zu beurteilen. 

In den Rumpfmuskeln pankreasloser Hunde wurde eine 
vom 6. bis 9. Tage der postoperativen Periode deutlich ausge- 
sprochene Steigerung der amylolytischen (42 bis 76°/,) und 
saccharifizierenden Wirkung (107 bis 111°/,) konstatiert. Bei 
Hunden, die mehr als 20 Tage nach der Operation lebten, er- 


.1) Siehe Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 381. 
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reichte die Steigerung der amylolytischen Wirkung 454°/,, die 
der saccharifizierenden 237°/,. Die fermentative Wirkung der 
Herzmuskel war im Gegenteil herabgesetzt wie in allen von 
mir untersuchten Organgeweben. Bang’) und seine Mitarbeiter 
beriihrten die Frage nach der Existenz des Muskeldiabetes und 
vertreten die Ansicht, daB das Reizen der _ peripherischen 
Enden der Nervenstémme zur Glucosurie fiihrt. Schirokauer’), 
Moeckel und Rost*) konnten beim Schneiden und Reizen 
des peripherischen Endes des N. vagus keine Steigerung der 
Diastase im Blute konstatieren. Ob bei diesen Versuchen eine 
Steigerung der Diastase in den Muskeln stattfindet, steht offen, 
da die Bestimmung der diastatischen Fermente des Blutes diese 
Frage nicht lost. 

Bei denselben Versuchen mit dem N. vagus konnten Carl- 
son und Luckhard*‘) doch eine Steigerung der diastatischen 
Fermente im Blute konstatieren. 

Fiir den Kohlenhydratstoffwechsel sind die Muskeln von 
hervorragender Bedeutung, und deshalb ist die Frage nach der 
Produktion und Versorgung des Organismus mit diastatischen 
Fermenten aus den Muskeln von bedeutendem Interesse. 

Moeckel und Rost zeigten, daB bei Strychninvergiftungen 
bei Eintritt der Krampfe eine Steigerung der diastatischen 
Fermente im Blute stattfindet, doch wollen sie nicht durch 
diese Versuche die Frage lésen, ob die Muskeln als Quelle 
der diastatischen Fermente zu betrachten sind, da mit Strych- 
ninkrampfen eine ganze Reihe mechanischer, stimulierender 
Momente verbunden ist, und das Eintreten diastatischer Fer- 
mente ins Blut aus anderen Geweben und Organen nicht aus- 
geschlossen. Goebel®) konnte bei Strychninvergiftungen keine 
Steigerung der diastatischen Fermente in den Muskeln kon- 
statieren und zeigte, daB Coffein auf die diastatische Wirkung 
der Froschmuskel impulsierend wirkt. Aus meinen Ver- 
suchen geht hervor, daB bei Pankreasexstirpation und 
einer durch kolossale Fettinfiltration bedingten Unter- 


1) Bang und Mitarbeiter, 1. c. 

*) Schirokauer, Zeitschr. f. klin. Med. 70, 103, 1910. 
3) Moeckel und Rost, l.c. 

4) Carlson und Luckhardt, Journ. of Phys. 23, 1908. 
5) Goebel, Dissertation. Petersburg 1905. 
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driickung der Leberzellen die Rumpfmuskeln eine 
kompensatorische Tatigkeit, was die Versorgung des 
Organismus mit diastatischen Fermenten anbetrifft, 
entfalten. Die Rumpfmuskeltatigkeit ist beim Kohlen- 
hydratstoffwechsel von hervorragender Bedeutung, 
und es ist méglich, daB die diastatischen Fermente 
von den Muskeln produziert werden kénnenund dann 
durch den Kreislauf des Blutes offenbar kompensa- 
torisch den verschiedenen Geweben des Organismus 
zugefiihrt werden. 

Was die Frage nach den Leukocyten als Quelle diastati- 
scher Fermente anbetrifit, so wurde sie von mir nicht beriihrt. 
Vor einiger Zeit erschien die Arbeit von Dr. M. Pawloff?), 
der bei Pankreasexstirpation eine Steigerung der amylolytischen 
Fermente in den Leukocyten konstatierte. Durch diese inter- 
essante Tatsache kénnen die von verschiedenen Forschern und 
mir gemachten Veranderungen bei Pankreasexstirpation ge- 
wissermaBen erginzt werden. Die Frage, ob die Leukocyten 
als Quelle amylolytischer Fermente auftreten k6nnen, bleibt 
doch offen, da die Annahme, daB sie als Ubertrager diastati- 
scher Fermente wirken kénnen, nicht ausgeschlossen ist. Die 
gleichzeitige Bestimmung der diastatischen Wirkung nach zwei 
Methoden deutet auf einen Parallelismus zwischen der amylo- 
lytischen und saccharifizierenden Wirkung, doch sind die fiir 
diese Wirkungen erhaltenen Werte nicht vergleichbar. Bei 
pankreaslosen Hunden wurde nach beiden Methoden 
eine Abnahme der diastatischen Wirkung aller Ge- 
webe mit Ausnahme der Rumpfmuskeln konstatiert. 


SchluBfolgerungen. 

Bei pankreaslosen Hunden findet eine betrachtliche Ab- 
nahme der amylolytischen und saccharifizierenden Wirkung des 
Blutes und der Organgewebe statt. Die bedeutende Abnahme 
der diastatischen Wirkung des Blutes wird 24 bis 48 Stun- 
den nach der Pankreasexstirpation konstatiert; vom 6. bis 
9. Tage der postoperativen Periode findet eine geringe tem- 
porére Steigerung statt. Zum vollstandigen Verschwinden der 


1) M. Pawloff, Charkoff. Med. Zeitschr. 1914 (russisch). 
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diastatischen Wirkung des Blutes kommt es bei Pankreasexstir- 
pation niemals. 

Die amylolytische und saccharifizierende Wirkung der 
Gland. submax. und sublingual. sowie der Nieren ist bei pan- 
kreaslosen Hunden nicht weniger als in den tibrigen von mir 
untersuchten Geweben herabgesetzt. 

Die Abnahme der diastatischen Wirkung ist bei pankreas- 
losen Hunden in der Leber ebenso ausgesprochen, doch sind 
wir nicht berechtigt, daraus bestimmte SchluBfolgerungen zu 
ziehen, d. h. die Leber als Quelle diastatischer Fermente zu 
betrachten, da die schon in den ersten Tagen der postopera- 
tiven Periode auftretende kolossale Fettinfiltration eine allge- 
meine Unterdriickung der Leberzellen bedingt. 

Nur in den Rumpfmuskeln pankreasloser Hunde findet 
eine am 10. Tage der postoperativen Periode deutlich aus- 
gesprochene Steigerung der amylolytischen und saccharifizieren- 
den Wirkung statt, die bei Hunden, die mehr als 20 Tage 
nach der Operation leben, besonders stark ausgesprochen ist. 
Die Exstirpation des Pankreas — der Hauptquelle diastatischer 
Fermente, aus der offenbar alle Gewebe des Organismus ver- 
sorgt werden — bedingt eine Steigerung der diastatischen Wir- 
kung der Rumpfmuskeln, die wahrscheinlich eine kompensa- 
torische Produktion und Versorgung entfalten kénnen. 

Die Abnahne der diastatischen Wirkung des Blutes pan- 
kreasloser Hunde wird durch Galleneintritt ins Blut nicht be- 
einfluBt und ist bei deutlich ausgesprochener Cholemie die- 
selbe wie bei pankreaslosen Hunden ohne Galleneintritt ins Blut. 


















































Weitere Beitrage zur Kenntnis der Abderhaldenschen 
Reaktion. 
Von 
Helmuth Thar und Nina Kotschneff. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Kaiserlichen Instituts fiir 
experimentelle Medizin, Petersburg.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1914.) 


In unserer ersten Abhandlung’) haben wir durch Amino- 
stickstoffbestimmungen der Dialysate gezeigt, daB normales 
Menschenserum PlacentaeiweiB nicht abbaut, und da8B unter 
Einwirkung des Serums Gravider Abbau stattfindet. Die 
Fragen, ob das Serum Gravider nur PlacentaeiweiB oder auch 
Eiwei8 anderer Organe abbaut und ob Sera _ verschiedener 
Kranker nicht auch PlacentaeiweiB abbauen, stehen offen. 
Unsere weiteren Experimente, iiber die wir hier berichten 
wollen, umfassen derartige Versuche. Alle Organe wurden nach 
der Abderhaldenschen Vorschrift hergestellt. 


Versuche mit Seren Gravider und Lungengewebe. 


Die Versuchsanordnung war hier und in allen folgenden 
Versuchen dieselbe, wie wir sie in unserer ersten Abhandlung 
beschrieben, d. h. es wurde 1 ccm Serum Gravider als Kontrolle 
und 1ccm desselben Serums mit ca. 0,5 g Lungengewebe in 
Dialysierhiilsen versetzt, nach 20 Stunden die Ninhydrinreaktion, 
die ausnahmslos negativ ausfiel, angestellt und die zweite Halfte 
des Serum- und des Lungengewebeserum-Dialysats in zwei 
Sammelflaschen gegossen, die Kolben mit sterilem Wasser nach- 
gewaschen und die mit Toluol versehenen Flaschen auf Eis 
gestellt. Die beiden Dialysate wurden im Vakuum bei 37° 
auf 100 ccm eingeengt, mit 3,5 ccm konz. Schwefelséure ver- 


1) Diese Zeitschr. 63, 483. 
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setzt und im Laufe von 1*/, Stunden im Autoklaven bei 175° 
erhitzt. Das aus Harnstoff durch Hydrolyse entstandene Am- 
moniak wurde durch Zusatz von 9 g Calciumhydroxyd ver- 
trieben, der Niederschlag mindestens 10mal mit siedendem 
Wasser ausgewaschen, das Filtrat bis auf 10 ccm eingeengt und 
der Aminostickstoff nach van Slyke im 5-Minuten-Versuch 
bestimmt’). 

Im Laufe von 7 Tagen verfiigten wir itiber 76 solcher Dia- 
lysate von Serum Gravider und Serum mit Lungengewebe. 
Da die eine Hialfte des Dialysats zur Feststellung der Nin- 
hydrinreaktion diente und nur die zweite in die Sammelflasche 
kam, so entsprechen diese 76 Dialysate 38 com Serum (38 ccm 
Serum fiir Serumdialysat und 38 ccm fir Serumlungengewebe- 
dialysat), 100ccm des eingeengten Serumdialysats enthielten 
0,9 cem Stickstoff (iiber Wasser bei 22° und 766 mm gemessen), 
entsprechend 0,51 mg Aminostickstoff. Das Serumlungengewebe- 
dialysat enthielt 1,2 com Stickstoff (bei derselben Temperatur 
und demselben Druck gemessen), entsprechend 0,68 mg Amino- 
stickstoff. 

Berechnen wir den Aminostickstoffgehalt auf 10 ccm des 
urspriinglichen Dialysats, d.h. auf das Volumen, mit dem die, 
in diesem Falle fiir beide Dialysate, negative Ninhydrinreaktion 
erhalten wurde, so finden wir fiir 10 ccm Serumdialysat den 
Wert 0,007 mg Aminostickstoff, fiir Serumlungengewebedialysat 
0,009 mg Aminostickstoff. 

In dem Aminostickstoffgehalt beider Dialysate 
wurde bei G-Serumlungengewebeversuch mehr Stick- 
stoff als im G-Serumversuch (Kontrolle) konstatiert. 
Bei der Einwirkung des Serums Gravider auf Lungen- 
gewebe findet Abbau, aber ein schwiacherer als auf 
Placenta, statt. 


Versuche mit Seren Gravider und CarcinomeiweiB. 

Die Ninhydrinreaktion fiel in allen 57 Versuchen negativ 
aus. Das eingeengte und hydrolysierte Serumdialysat enthielt 
0,7 com Stickstoff (iiber Wasser bei 24° und 760 mm gemessen), 
entsprechend 0,39 mg Aminostickstoff. Das Serumcarcinom- 


1) Die Reagenzienkorrektur ist in allen Versuchen der ersten und 
dieser Mitteilung in Abzug gebracht. 


SCRE er. 
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dialysat enthielt 1,4 ccm Stickstoff (in denselben Verhaltnissen 
gemessen), entsprechend 0,78 mg Aminostickstoff. 

Berechnen wir den Aminostickstoffgehalt auf 10 ccm des 
urspriinglichen Dialysats, so finden wir fiirSerumdialysat 0,007 mg, 
fiir Serumcarcinomdialysat 0,014 mg Aminostickstoff. 

In dem Aminostickstoffgehalt beider Dialysate 
wurde beim G-Serumcarcinomversuch mehr Stickstoff 
als im G-Serumversuch (Kontrolle) konstatiert. Bei 
Einwirkung des Serums Gravider auf CarcinomeiweiB 
findet Abbau, aber schwiacherer als auf Placenta, statt. 


Versuche mit Seren Nephritiker und Placentaeiwei8. 


Zu diesen Versuchen dienten ausnahmslos Sera von an 
Nephritis leidenden Mannern, die alle beim Placentaversuch 
sehr stark mit Ninhydrin reagierten (+++). 

Das eingeengte und hydrolysierte Serumdialysat von 65 Ver- 
suchen enthielt 1,4 ccm Stickstoff (iiber Wasser bei 23° und 
758mm gemessen), entsprechend 0,78 mg Aminostickstoff. Das 
Nephritisserum-Placentadialysat enthielt 2,3 ccm Stickstoff (in 
denselben Verhaltnissen gemessen), entsprechend 1,29mg Amino- 
stickstoff. 

Berechnen wir den Aminostickstoffgehalt auf 10 ccm des 
urspriinglichen Dialysats, so finden wir fiir Nephritisserumdia- 
lysat 0,012 mg, fiir Nephritisserum-Placentadialysat 0,020 mg 
Aminostickstoff. 

In dem Aminostickstoffgehalt beider Dialysate 
wurde beim Nephritisserumplacentaversuch mehrStick- 
stoff als im Nephritisserumversuch (Kontrolle) kon- 
statiert. 

Bei Einwirkung desSerums Nephritiker auf Placenta- 
eiweiB findet Abbau, aber schwacherer als bei Ein- 
wirkung des Serums Gravider, statt. 


Versuche mit Seren progressiver Paralytiker und 
Gehirneiwei8’). 
Die Ninhydrinreaktion fiel in allen 54 Versuchen positiv 
aus. Das eingeengte und hydrolysierte Serumdialysat enthielt 


) Diese und die nachstfolgende Analyse sind von Dr. Dora Pesker 
ausgefiihrt. 
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0,5 com Stickstoff (iiber Wasser bei 23° und 758 mm gemessen), 
entsprechend 0,28 mg Aminostickstoff. Das Serumgehirndialysat 
enthielt 1,5 ccm Stickstoff (in denselben Verhaltnissen gemessen), 
entsprechend 0,84 mg Aminostickstoff. 

Berechnen wir den Aminostickstoffgehalt auf 10 ccm des 
urspriinglichen Dialysats, so finden wir fiir Serumdialysat 0,005 mg, 
fiir Serumgehirndialysat 0,016 mg Aminostickstoff. 

In dem Aminostickstoffgehalt beider Dialysate 
wurde beim Serumgehirnversuch mehr Stickstoff als 
im Serumversuch (Kontrolle) konstatiert. Bei Ein- 
wirkung des Serums progressiver Paralytiker auf Ge- 
hirneiweiB findet Abbau statt. 


Versuche mit Seren Geisteskranker (funkt. Psychose) 
und GehirneiweiB. 

Die Ninhydrinreaktion fiel in allen 54 Versuchen negativ 
aus. Das eingeengte und hydrolysierte Serumdialysat enthielt 
0,8 com Stickstoff (iiber Wasser bei 24° und 762mm gemessen), 
entsprechend 0,45mg Aminostickstoff. 

Das Serumgehirndialysat enthielt auch 0,8 ccm Stickstoff, 
entsprechend 0,45 mg Aminostickstoff. 

Berechnen wir den Aminostickstoffgehalt beider Dialysate 
(Serum und Serum-+ Gehirn) auf 10ccm des urspriinglichen 
Dialysats, so finden wir fiir beide Versuche 0,008 mg Amino- 
stickstoff. 

In dem Aminostickstoffgehalt beider Dialysate 
(Serum und Serum-++Gehirn) konnte also kein Unter- 
schied festgestellt werden. Bei Einwirkung des Serums 
Geisteskranker (funkt. Psychose) auf GehirneiweiB 
‘findet kein Abbau statt. 


Versuche mit Seren Carcinomatéser und CarcinomeiweiB’'). 
Diese Sera stammten alle von Carcinomatésen und teil- 
weise von Carcinomverdachtigen und reagierten alle ausnahmslos 
negativ mit Ninhydrin. 
Das eingeengte und hydrolysierte Serumdialysat von 86 Ver- 
suchen enthielt 1,3ccm Stickstoff (iiber Wasser bei 24° und 


) Diese Analyse ist von Dr. A. Netschaeff ausgefiihrt. 
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762 mm gemessen), entsprechend 0,73 mg Aminostickstoff. Das 
Serumcarcinomdialysat enthielt 1,9 ccm Stickstoff (in denselben 
Verhaltnissen gemessen), entsprechend 1,05 mg Aminostickstoff. 

Berechnen wir den Aminostickstoffgehalt auf 10 ccm des 
urspriinglichen Dialysats, so finden wir fiir Serumdialysat 0,008 mg, 
fiir Serumcarcinomdialysat 0,012 mg Aminostickstoff. 

In dem Aminostickstoffgehalt beider Dialysate 
wurde beim Serumcarcinomversuch mehr Stickstoff 
als im Serumversuch (Kontrolle) konstatiert. Bei Ein- 
wirkung des Serums Carcinomatéser auf CarcinomeiweiB 
findet Abbau statt. 


Den Parallelismus zwischen dem Aminostickstoffgehalt der 
Dialysate und der Ninhydrinreaktion veranschaulicht folgende 
Tabelle (Berechnung auf 10 ccm des urspriinglichen Dialysats). 























s 2 | Bringen wir den 
2Zalyg Aminostickstoffgeh. 
Sa i¢ 8 d. Kontrollversuchs 
Som | U5 in Abzug, so finden 
Versuch §& | &X [wir den durch Serum 
S S | = 3 abgebauten 
q? | 3 & Aminostickstoff 
= mg | mg 
Normal. Serum, Kontrolle ...... 0,0075; — \ 0 
” » -+Placenta...... 0,0075; — 
Serum Gravider, Kontrolle ...... 0,006 in \ 0.018 
- - + Placenta. ..... 0,019; + ? 
Serum Gravider, Kontrolle ...... 0,007 —h 
: See ~~ Rane 0,009 | — |s — 9,002 
Serum Gravider, Kontrolle ...... 0,007; — \ 0.007 
* , +Carcinom ..... 0014) — ’ 
Serum Nephritiker, Kontrolle .... . 0,012; — 
” ” + Placenta... .| 9,020) + } 0,008 
Serum progr. Palalyt., Kontrolle .. .]0,005| — 
” ” , +Gehirn .. ./0,016 |) + } 0,011 
Serum Geisteskr. (funkt. Psych.), Kontrolle] 0,008 | — 
; : : > + Gehirn (0,008 | — |b 0 
Serum Carcinomat., Kontrolle. ... . 0,008 | -— 
. ” + Carcinom. .. .{0,012;| — } 0,004 


Bei 16 Versuchen sehen wir die Ninhydrinreaktion nur 
3mal positiv ausfallen, und nimlich nur da, wo der Amino- 
stickstoffgehalt 0,015 mg pro 10 ccm Dialysat iibersteigt. Sollte 
die Ninhydrinreaktion in diesen Versuchen nur durch den 


Aminostickstoff bedingt sein, so miiBte 0,016 mg Aminostick- 
Biochemische Zeitschrift Band 69, 26 
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stoff die Ninhydrinempfindlichkeitsgrenze sein, da die Reaktion 
bei 0,014 mg Aminostickstoff negativ, bei 0,016 mg positiv 
ausfallt. 

Aus dieser Tabelle geht hervor, da bei stattgefundenem 
Abbau die Ninhydrinreaktion doch negativ ausfallt, wenn die 
Konzentration der Abbauprodukte die Empfindlichkeitsgrenze 
des Ninhydrins nicht erreicht. 


Wahrend unsere Kenntnisse tiber die postmortale Organ- 
autolyse geniigend geklart erscheinen, wissen wir verhiltnis- 
maBig noch sehr wenig, welche Rolle den autolytischen Pro- 
zessen im lebenden Organismus unter normalen und verschie- 
denen pathologischen Verhaltnissen zugeschrieben werden kann. 

Wir wollen hier nicht naher auf die anatomischen Be- 
funde Schmorls von Placentarembolien in der Lunge und 
anderen Organen naher eingehen und erwaéhnen nur kurz, daB 
Hofbauer, DryfuB, Dienst u.a. die Ansicht vertreten, daB 
aus der Placenta Fermente in die Blutbahn der Mutter ge- 
langen. 

Abderhalden war geneigt, den Leukocyten fiir die Pro- 
duktion der Abwehrfermente eine wesentliche Rolle zuzu- 
schreiben, und vermutete, daB als Ursprungsstitte von Abwehr- 
fermenten des Blutes auch die Nieren in Betracht kommen. 
In der zweiten Auflage seines Buches ,Abwehrfermente des 
tierischen Organismus“ halt er es fiir unwahrscheinlich, daB 
die betreffenden Zellen, die plasmafremdes Material abgeben, 
selbst die Fermente liefern und den weiteren Abbau ins Plasma 
hineinverlegen. 

Von Guggenheimer’) wurde die interessante Beobach- 
tung gemacht, daB Serum von Schwangeren die Autolyse von 
Placentargewebe deutlich fordert. Guggenheimer, nach dessen 
Auffassung die Annahme einer reaktiven Bildung spezifischer 
proteolytischer Serumfermente, bedingt durch vorherige Uber- 
schwemmung des Kreislaufs mit ungeniigend abgebautem Ei- 
weiBmaterial, zu entbehren wire, schreibt: 


1) Deutsche med. Wochenschr. 1914, Nr. 2 und Deutsches Arch. f. 
klin. Med. 112. 
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y50 mag vielleicht der von Abderhalden selbst bereits 
modifizierte Begriff der ,Schutzfermente‘ in den umfassenden 
Begriff ,Abwehrfermente‘ noch eine weitere Umwandlung in 
dem Sinne erfahren, da8 der primaire Ubertritt von Organ- 
enzymen in die Blutfliissigkeit zur Erklarung einer organ- 
spezifischen proteolytischen Serumwirkung herangezogen wird.“ 

AuBer Guggenheimer vertreten auch andere die An- 
sicht, daB das Auftreten der Abderhaldenschen Serumfermente 
nicht als eine Reaktion gegen blutfremde, in der Fliissigkeit 
kreisende Substanzen zustande kommt, was der Begriff ,,Ab- 
wehbrfermente“ besagen soll, sondern auf eine primaire Abgabe 
spezifischer Organfermente an die Blutfliissigkeit zuriick- 
zufiihren ist. 

Abderhalden’) nahert sich in der letzten Zeit auch 
diesem Standpunkt. 

Wenn wir uns auf den Standpunkt stellen, daB die be- 
treffenden Zellen, die plasmafremdes Material abgeben, selbst 
die Fermente liefern und den weiteren Abbau ins Plasma 
hineinverlegen und an das, von uns durch Aminostickstoff- 
bestimmungen konstatierte, Vermégen des Serums Gravider, 
Placenta-, Carcinom- und LungeneiweiB abzubauen, zuriickdenken, 
so steht vor uns die Frage, ob diese Fermente aus der Placenta 
stammen kénnen. Um diese Frage aufzuklaren, untersuchten 
wir den PreBsaft der Placenta auf sein Vermdégen, Placenta-, 
Carcinom- und Lungeneiwei8 abzubauen, d. h. wir stellten uns 
die Frage, ob in die Blutbahn der Mutter gelangte Placenta- 
zellen die Fermente liefern kénnen. 

Bergell und Liepmann®) konnten durch Einwirkung von 
PlacentarpreBsaft auf Peptonlésung die Abspaltung von Tyrosin 
bewirken, was Savaré*) bestatigte. Bergell nnd Falk‘) wiesen 
nach, da8 nach wiederholtem Auswaschen der Placenta das 
Ferment noch vorhanden war; es ist also intracellular gebunden. 
Abderhalden konstatierte bei Einwirkung des Serums Gra- 
vider auf Placentapepton die Anwesenheit von Tyrosin. 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1918, Nr. 50 und IV. Auflage ,Ab- 
wehrfermente“. 
*) Miinch. med. Wochenschr. 1905, Nr. 46. 
8) Miinch. med. Wochenschr. 1908, Nr. 43. 
*) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 9, 141. 
26* 
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Versuchsanordnung. 


Zur Gewinnung von PlacentarpreBsaft wurde die Placenta 
gleich nach der Geburt in eine sterile Lésung von 0,85°/, 
Natriumchlorid mit einem Zusatz von 1°/, Natriumcitrat auf- 
genommen und gleich mit dem Durchspiilen durch die Blut- 
gefaBe mit derselben Lésung begonnen. Nach ca. 4 Stunden 
dauerndem Durchspiilen bei 6fters gewechselten Stellungen der 
Spiilréhre’) wurde die Placenta zerschnitten, alle nicht ge- 
niigend ausgewaschenen Teile verworfen, die fast wei oder 
wenig gefairbt erscheinenden zwischen sterilem Filtrierpapier 
ausgepreBt, mit sterilem Sand in einem sterilen Moérser verrieben 
und der PreBsaft in der Buchnerpresse bei 200 Atmosphiaren- 
druck hergestellt. Bei gleichzeitiger Bearbeitung dreier Placenta 
erhielten wir ca. 100 ccm Pre®saft, der stark zentrifugiert wurde. 

Die Versuchsanordnung, die von uns gewahlit wurde, kann 
wohl mit gewissem Vorteil bei allen Autolyseversuchen angewandt 
werden, da die Abbauprodukte hier in die AuBenfliissigkeit 
dialysieren und deshalb nicht hemmend auf den fermentativen 
ProzeB wirken. AuBerdem ermdglicht diese Methode die quan- 
titave Verfolgung der Autolyse zu verschiedener Zeit. 

Die Dialysierhiilsen (579 A) waren dieselben, die wir in 
unseren Serumversuchen gepriift hatten, und muBten nach diesen 
Versuchen mit PlacentarpreBsaft verworfen werden, da sie beim 
Auswaschen doch schwach gefarbt blieben. 

Gleich nach Herstellung des PlacentarpreBsaftes wurde der 
Versuch in folgender Weise angestellt; die Organe waren die- 
selben, die zu unseren Serumversuchen dienten. 

1. 10 Hiilsen mit 2 com Placentarprefsaft und 20 ccm 
sterilem Wasser als AuBenfliissigkeit in den Erlenmeyer-Kolben. 

2. 10 Hiilsen mit 2 ccm PlacentarpreBsaft und ca. 0,5 g 
Placentagewebe in jede Hiilse und derselben Wassermenge als 
AuBenfliissigkeit. 

3. 10 Hiilsen mit 2 ccm PlacentarpreBsaft und ca. 0,5 g 
Lungengewebe in jede Hiilse und derselben Wassermenge als 
AuBenfliissigkeit. 

4. 10 Hiilsen mit 2 ccm PlacentarpreBsaft und ca. 0,5 g 


1) Zum SchluB wurde nur physiologische Lésung ohne Na-Citrat 
angewandt. 
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Carcinomgewebe in jede Hiilse und derselben Wassermenge als 
AuBenfliissigkeit. 

5. 5 Hiilsen mit 2 ccm physiologischer Kochsalzlésung und 
ca. 0,5 g Placentagewebe in jede Hiilse und derselben Wasser- 
menge als AuBenfliissigkeit. 

6. 5 Hiilsen mit 2 ccm physiologischer Kochsalzlésung und 
ca. 0,5 g Lungengewebe in jede Hiilse und derselben Wasser- 
menge als AuBenfliissigkeit. 

7. 5 Hiilsen mit 2 ccm physiologischer Kochsalzlésung und 
ca. 0,5 g Carcinomgewebe in jede Hiilse und derselben Wasser- 
menge als AuBenfliissigkeit. 

Alle Hiilsen sowie AuBenfliissigkeiten wurden ohne Chloro- 
formzusatz mit Toluol reichlich iiberschichtet und in einen Ther- 
mostaten bei 37° gestellt. Nach 24 Stunden wurden die vereinigten 
AuBenfliissigkeiten einer jeden Versuchsreihe in Sammelflaschen 
gegossen, die Kolben mit sterilem Wasser nachgespiilt und als 
AuBenfliissigkeit wieder 20 ccm frisches, steriles Wasser hinzugetan. 
Ein solcher Wechsel der AuBenfliissigkeiten wurde vorgenommen: 

1. Nach 24 Stunden (Analyse des 1. Tages). 

2. » weiteren 24 Stunden (Analyse des 2. Tages). 

8. on ” 48 " ” » 3. und 4. Tages). 

4, » ” 48 ” ” * Ge * Gos 

Nach Verlauf der 6 Tage wurde der vereinigte Hiilsen- 
inhalt einer jeden Versuchsreihe in einen MeBkolben gegossen, 
die Hiilsen griindlich mit sterilem Wasser nachgewaschen, 
10 ccm kolloidale Eisenlésung (Kahlbaum) und 1 g MgSO, hin- 
zugetan, der Kolben bis 150 ccm mit Wasser gefillt und der 
Niederschlag abfiltriert. Diese wasserklare, eiweiBfreie Fliissig- 
keit sowie alle Sammelflaschen der AuBenfliissigkeiten kamen 
immmer gleich auf Kis. 

In den vereinigten Dialysaten der Reihenfolge 5, 6 und 7, 
,»Organkontrolle“ genannt, wurde nur der Gesamtstickstoff eines 
jeden Tages bestimmt. 

Die vereinigten Dialysate der Reihenfolge 1, 2, 3 und 4 
wurden bis 300 ccm mit Wasser angefiillt, in 60 ccm der Gesamt- 
stickstoff und in 240 ccm nach Hydrolyse der Aminostickstoff 
bestimmt. Von der wasserklaren vereinigten eiweiBfreien Fliissig- 
keit der Dialysierhiilsen wurde in 20 cem der Gesamtstickstoff 
und in 100 cem nach Hydrolyse der Aminostickstoff bestimmt. 
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Zur Hydrolyse wurden die schon erwahnten 240 ccm der 
AuBenfliissigkeiten im Vakuum bei 37° auf 100 ccm eingeengt, 
mit 3,5 ccm konz. Schwefelséure versetzt und im Laufe von 
17/, Stunden im Autoklaven bei 175° erhitzt. Das durch 
Hydrolyse entstandene Ammoniak wurde durch Zusatz von 9 g 
Calciumhydroxyd vertrieben, der Niederschlag mindestens 
10mal mit siedendem Wasser ausgewaschen, das Filtrat bis 
auf 10 ccm eingeengt und der Aminostickstoff nach van Slyke 
im 5-Minuten-Versuch bestimmt. 

Die 5 niachstfolgenden Tabellen veranschaulichen den in 
den AuBenfliissigkeiten verschiedener Tage bestimmten Gesamt- 
und Aminostickstoff. 














Tabelle I. 
Analyse des 1. Tages. 
’ Gesamt- Amino- 
Gesamt- Amino- stickstoff | stickstoff 
stickstoff | stickstoff | berechnet | berechnet 
in 60 cem | in240cem| fir den fiir den 
1. Tag 1. Tag 
mg mg mg mg 
Se ape ae ne Be 
kontrolle Carcinom 0 
SS a ak 1,4 0,73 7,0 0,91 
- mit Placenta 3,4 2,90 17,0 3,63 
~ mit Lunge 1,9 1,23 9,5 1,54 
6 mit Carcinom 1,4 0,73 7,0 0,91 














Fiir PreBsaft waren es 1,3 ccm, mit Placenta 5,2 ccm, mit Lunge 


2,2 com, mit Carcinom 1,3 ccm Stickstoff iiber Wasser bei 24° und 
760 mm gemessen. ;, 























Tabelle Ii. 
Analyse des 2. Tages. 
: Gesamt- Amino- 
Gesamt- Amino- stickstoff | stickstoff 
stickstoff | stickstoff | berechnet | berechnet 
in 60 ccm | in240ccm | fiir den fiir den 
2. Tag 2. Tag 
mg mg mg mg 
Organ- Placenta . . _ 0 =— 
kontrolle Lunge . . ig 3 0 (hi 
Carcinom ~~ 0 -- 
Piste eee 0,6 0,40 3,0 0,50 
* mit Placenta 2,6 1,85 13,0 2,31 
- mit Lunge 1,1 0,68 5,5 0,85 
- mit Carcinom 0,7 0,40 3,5 0,50 
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Fur PreBsaft und PreBsaft mit Carcinom waren es 0.7 ccm, mit 
Placenta 3,4 ccm, mit Lunge 1,2 cem Stickstoff iiber Wasser bei 25° und 
766 mm gemessen. 


Tabelle III. 
Analyse des 3. und 4. Tages. 





| 




















| : | Gesamt- | Amino- 
Gesamt- | Amino- | stickstoff | stickstoff 
stickstoff | stickstoff | berechnet | berechnet 
in 60cem | in240ccem | fiir den | fiir den 
| | 3.—4. Tag 34. Tag 
mg | mm | mg | mg 
; | iene i j 
= aid | sai 
OT ee ee el 
kontrolle Carcinom . = | | 0,1 —_ 
PreBsaft ...... 06 | 028 | 380 | 085 
» mit Placenta 20 | 185 | 100 | 281 
» mit Lunge . 10 | 068 {| 50 | 0,85 
~ mit Carcinom 0,6 0,28 | 3,0 0,35 


Fiir PreBsaft und PreBsaft mit Carcinom waren es 0,5 cem, mit 
Placenta 3,4 ccm, mit Lunge 1,2 ccm Stickstoff iiber Wasser bei 25° und 
766 mm gemessen. 


























Tabelle IV. 
Analyse des 5. und 6. Tages. 
: Gesamt- | Amino- 
Gesamt- Amino- stickstoff | stickstoff 
stickstoff | stickstoff | berechnet | berechnet 
in 60 com | in240cem| fiir den | fiir den 
| 5.—6. Tag | 5.—6. Tag 
mg mg mg mg 
wane | - | - ae) 
0 —~ | — | , — 
kontrolle Carcinom — — i} 0,1 — 
PreBsaft ...... 05 | 006 | 25 | 0,075 
- mit Placenta 1,4 0,84 | 7,0 1,05 
» mit Lunge . -S | £2 oe | oe 
- mit Carcinom 0,5 | 606 | 2.5 | = 0,075 





Fiir PreBsaft und PreBsaft mit Carcinom waren es 0,1 ccm, mit 
Placenta 1,5 ccm, mit Lunge 0,5 cem Stickstoff iiber Wasser bei 26° und 
768 mm gemessen. 


1) Da ein jeder Organkontrollversuch nur aus 5 Hiilsen bestand 
und nur ungefihr die Halfte der zu 10 Hiilsenversuchen angewandten 
Organmenge enthielt, ist in unseren SchluBberechnungen die hier er- 
haltene, mit 2 multiplizierte N-Menge in Abzug gebracht. 

*) Siehe Bemerkung Tabelle III. 
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Tabelle V. 


Analyse des eiweiBfreien Hiilseninhalts. 




















ERY: ><>. ; Gesamtstick- | Aminostick- 
Gesamt- | Amino- | stoff fiir den|stoff fir den 
stickstoff | stickstoff| gesamten gesamten 
in 20 cem|in 100 ccm) Hilseninhalt | Hilseninhalt 

berechnet | berechnet 

mg i mg mg | mg 

Orvan. [Piscenta. . | — na ea. ae 
realiaite Lange... iad sd 0 mn 
Carcinom a — 0 _ 

DEN oa eae 0,3 0 2,25 0 

- mit Placenta 0,8 0,33 3,75 0,50 

" mit Lunge 0,3 0,06 2,25 0,09 

- mit Carcinom 0,3 0 2,25 0 














Fiir PreBsaft mit Placenta waren es 0,6 ccm Stickstoff, mit Lunge 
0,1 com bei 26° und 768 mm iiber Wasser gemessen. 


Tabelle VI veranschaulicht den im Laufe der ganzen Ver- 
suchszeit in Lésung gegangenen Gesamt- und Aminostickstoff 
einer jeden Versuchsreihe. 

















Tabelle VI. 
Gesamt- Amino- 
stickstofft stickstoff 
mg mg 
Organ- Placenta. . . 0,47) 
remiiniiel Lunge.... 0,4 os 
Carcinom .. 0,4 
Pree seeee ss 17,75 1,84 
~ mit Placenta . 50,75 9,80 
” mit Lunge . . 26,75 3,65 
~ mit Carcinom . 18,25 1,84 





Bringen wir den bei Organkontrollen in Lésung gegangenen 
Stickstoff sowie den Gesamt- und Aminostickstoff des PreBsaft- 
versuchs in Abzug, so erhalten wir den unter Einwirkung des 
PlacentarpreBsaftes abgebauten Gesamt- und Aminostickstoff 
fiir den von uns angestellten Versuch. 


1) Siehe Bemerkung Tabelle III. 0,4 ist der mit 2 multiplizierte 
Wert. 
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Gesamt- und Aminostickstoff in mg durch PlacentarpreB- 
saft abgebaut aus: 




















| Gesamt-N | Amino-N 
Placentagewebe ... . 34,60 7,96 
Lungengewebe 8,60 1,81 
Carcinomgewebe 0,10 0 





Wie aus dieser Tabelle zu ersehen ist, wird Placenta und 
Lungengewebe durch PlacentarpreBsaft abgebaut, Carcinom- 
gewebe dagegen nicht. 

Durch Aminostickstoffbestimmungen konstatierten wir, daB 
das Serum Gravider auBer Placentagewebe auch Carcinom- und 
Lungengewebe abbaut. Vergleichen wir das Abbauvermégen 
des Serums Gravider Placenta- und Lungengewebe gegeniiber 
mit diesem Vermégen des PlacentarpreBsaftes, so finden wir 
das Verhiltnis sehr ahnlich, d. h. Lungengewebe wird vom 
Serum Gravider und PlacentarpreBsaft ungefaihr in demselben 
Verhaltnis schwicher als Placenta abgebaut. Es ist also sehr 
wahrscheinlich, daB die wahrend der Schwangerschaft in die 
Blutbahn der Mutter gelangten Placentazellen die Fermente, 
die den Abbau von Placenta- und Lungengewebe bewirken, 
liefern. Es sind weitere Versuche im Gange, die aufkliren 
sollen, wie das Serum normaler Menschen sich zu Lungen- und 
Carcinomgewebe verhalt und wie das Abbauvermégen des 
Serums Gravider Carcinomeiwei8 gegeniiber erklirt werden 
kénnte, und wie LungenpreBsaft ‘sich Placenta gegeniiber 
verhalt. 

SchluBfolgerungen. 

PlacentaeiweiB wird vom Serum normaler Menschen 
nicht abgebaut. 

Placenta-, Carcinom- und LungeneiweiB werden vom 
Serum Gravider abgebaut. 

PlacentaeiweiB wird vom Serum Nephritiker abgebaut. 

GehirneiweiB8 wird vom Serum progressiver Paralytiker 
abgebaut. 

GehirneiweiB wird vom Serum Geisteskranker (funkt. 
Psychose) nicht abgebaut. 

CarcinomeiweiB wird vom Serum Carcinomatéser ab- 
gebaut. 
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Trotz stattgefundenen Abbaus fallt die Ninhydrin- 
reaktion doch negativ aus, wenn die Konzentration 
der Abbauprodukte die Ninhydrinempfindlichkeits- 
grenze nicht erreicht. 

Wenn die positive Ninhydrinreaktion in diesen Versuchen 
nur durch den Aminostickstoffgehalt der Dialysate bedingt 
wird, so muB 0,015 bis 0,016 mg Aminostickstoff als Ninhydrin- 
empfindlichkeitsgrenze anerkannt werden. 

Placenta- und Lungeneiwei8 werden vom PlacentarpreB- 
saft abgebaut, CarcinomeiweiB dagegen nicht. 

Es ist sehr wahrscheinlich, daB bei Schwangerschaft in die 
Blutbahn der Mutter gelangte Placentazellen die Fermente, die 
den Abbau von Placenta- und LungeneiweiB bewirken, mit 
sich bringen, so daB es sich also nicht um Abwehrfermente 
im Sinne Abderhaldens handeln wiirde. 

Wir wollen ganz besonders betonen, daB alle erhaltenen 
Ausschlage sehr klein sind und ihre Gewinnung in jedem 
einzelnen Falle gewissermaBen eine wissenschaftliche Arbeit fiir 
sich ist, so daB wir es im gegebenen Falle ablehnen wiirden 
dem Kliniker unser Resultat zur praktischen Verwertung zu 
iibergeben; insbesondere bringen wir den in unserer ersten 
Mitteilung erhobenen Befund in Erinnerung, daB wir mit der 
optischen Methode Abderhaldens, die er fiir die beste 
und gewissermaBen fiir die ,Standardmethode* halt, 
iiberhaupt keinen Unterschied zwischen Seren Nor- 
maler und Gravider gegeniiber Placentapepton konstatieren 
konnten. 
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Beobachtungen iiber das Co-Enzym der Hefe. 
Von 
Sidney Hagman. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Hingegangen am 28. Februar 1915.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


Harden und Young’) haben gefunden, daB fiir das Zu- 
standekommen der alkoholischen Garung der PreBsaft auBer 
der eigentlichen Zymase auch einen kochbestandigen dialysier- 
baren Stoff, das Co-Enzym, enthalten muB. Dieses Co-Enzym 
ist dann auch von Buchner und Klatte’*) untersucht. Aus 
verschiedenen Griinden vermuten sie, es sei ein Phosphorsaure- 
ester. Buchner und Haehn®*) haben spiter nochmals auf die 
groBe Bedeutung hingewiesen, die das Co-Enzym und die neben 
ihm vorkommende und von ihm schwer trennbare Antiprotease 
als Regulatoren der Garung und der Verdauung und damit 
auch des ganzen Lebens der Hefe haben miissen. Nachdem 
Euler und Johansson‘) die groBe Wichtigkeit gezeigt haben, 
die eine Untersuchung von der bei der Garung auftretenden 
Differenz 4—C zwischen der prozentischen Drehungsabnahme 
und der entwickelten Kohlensaure fiir die Deutung des Garungs- 
prozesses haben kann, haben Euler und Berggren’) einige 
Versuche angestellt, um die Frage zu beleuchten, bei welchem 
Teil des Prozesses oder bei welchem der an der Garung be- 
teiligten Enzyme die Mitwirkung des Co-Enzyms erforderlich 
ist. Ihre Co-Enzympriparate erhielten sie aus bei Zimmertem- 


1) Proc. Roy. Soc. 77, 405, 1906. 

*) Diese Zeitschr. 8, 523, 1908. 

%) Diese Zeitschr. 26, 171, 1910. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 347, 1912. 
5) Zeitschr. f. Garungsphysiol]. 1, 203, 19153. 
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peratur getrockneter Hefe durch Extrahieren mit Wasser. Sie 
arbeiteten zum Teil mit frischer, zum Teil auch mit ausge- 
waschener Co-enzymfreier Hefe. Aus ihren Versuchen scheint 
hervorzugehen, daB das Hefeextrakt zwei Co-Enzyme enthiilt, 
von welchen jedes sein Teil der schematisch aufgestellten Reaktion: 
Glucose + Umwandlungsprodukt, 
Umwandlungsprodukt —» CO, -+- C,H,OH 
beschleunigt. Sie betonen jedoch, daB die Beobachtungen der 
weiteren Untersuchung bediirfen. 
Auf Vorschlag des Professors H. von Euler und unter 
seiner Leitung sind in der vorliegenden Arbeit einige Beobach- 
tungen gemacht iiber die Natur und Wirkungsweise desCo-Enzyms. 


Versuchsbedingungen. 

Die Versuchstemperatur betrug, wo nicht andere Angaben 
gemacht sind, 30° und wurde mit einem gewohnlichen Ost- 
waldschen Termostaten auf +0,3° konstant gehalten. 

Die Lésungen wurden vor dem Eintritt der Garung mit 
CO, gesattigt. Die Messungen der entwickelten Kohlensaure 
geschahen volumetrisch. Vor den Ablesungen wurden die K6lb- 
chen kraftig geschiittelt, um die Ubersittigung aufzuheben. 

Die Messung des Drehungsvermégens geschah meist in 
einer 5-cm-Réhre und im scharfen Licht der Quecksilberlampe. 
Die Lésungen waren braunlich. 

Die angewandte Hefe war die Hefe H aus der hiesigen 
St. Eriksbrauerei. 

Versuche. 
Herstellen der Priaparate. 

Bei den Versuchen wurden Hefepraparate verwendet, die 
an und fiir sich gegen Zuckerlésungen inaktiv gemacht worden 
waren. Sie wurden hergestellt durch Auswaschen mit Wasser 
von in der Luft bei Zimmertemperatur getrockneter Hefe. Das 
Auswaschen wurde in Trichtern vorgenommen. Darauf wurde 
die Hefe so lange auf Ton gerieben, bis sie pulverférmig war. 

Die Co-Enzympriparate wurden dermaf8en hergestellt, daB 
luftgetrocknete Hefe mit dem fiinffachen ihrer Menge Wasser bei 
30° 4Stunden ausgelaugt wurde. Darauf wurde filtriert, am besten 
durch eine groBe Anzahl von Faltenfiltern, und das Filtrat 
schnell auf 80° erhitzt, um das EiweiB zu fallen. Nach dem Fil- 
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trieren wurde im Vakuum bei 50° (das Co-Enzym ist, wie 
Buchner und Haehn’) gezeigt haben, wohl fiir kurze Zeit 
kochbestandig, wird aber beim laingeren Kochen mit, Riickflub- 
kiihler verdorben) eingeengt. Das geschah am besten im er- 
hitzbaren Vakuumexsiccator, wegen der groBen Neigung der 
Fliissigkeit zu schiumen. Als sie etwas eingedickt war, wurde 
sie mit ungefahr der vierfachen Menge Alkohol (95°/,) gefallt. 
Die dlige Fallung wurde mit absolutem Alkohol und darauf 
mit Ather behandelt bis sie trocken war. Sie war dann etwas 
gelblich, sehr hygroskopisch und von sandiger Konsistenz. 

Das Co-Enzympriaparat wurde auf Phosphorsaure analysiert, 
teils direkt durch Fallung mit Mg-Mixtur und NH, und teils 
nach Verbrennung mit konz. HNO,. Die erste Analyse gab 
als Resultat 15,5°/,, die zweite 19,6°/, P,O,. Die Fallung, 
die als Fallung I bezeichnet wird, enthielt folglich 4,1°/, orga- 
nisch gebundenes P,0O,. 


Sie enthielt nicht: Ca, K (spektroskopische Priifung). Mit NHs gab 
sie eine Fallung, schneller beim Versetzen mit Na-Phosphat. Sie enthielt 
also Mg, jedoch in geringer Menge. 


Fallung I wurde vielmals neu bereitet. Ihre Zusammen- 
setzung wechselte jedesmal etwas, und auch ihr Vermégen, mit 
dem obengenannten Hefepraparat Garung von Glucose hervor- 
zurufen, wechselte etwas, wie weiter unten ersichtlich wird. 


0,5 g der analysierten Fallung rief mit 0,5 g ausgewaschener Hefe, 
2 g Glucose, 20 ccm Wasser, 0,1 ccm Toluol eine COg-Entwicklung von 
43,5 com wahrend 6 Stunden hervor. — Es mu8 darauf aufmerksam ge- 
macht werden, daB die Fallung nicht nur das Co-Enzym, sondern auch 
die Antiprotease von Buchner und Haehn enthalten muB. 


Die ausgewaschene Hefe rief ohne Zusatz von Fallung I 
so gut wie keine Kohlensaéureentwicklung (0,5 bis 3 ccm) hervor, 
auch nicht in Gegenwart anorganischen Phosphats. — Hefe und 
Fallung wurden im Exsiccator aufbewahrt. Sie waren noch 
nach 4 Monaten garkraftig. 


Versuche iiber das Verhalten von Heferiickstand und 
Fallung gegen Zucker. 
Es lieB sich nun denken, daB die ausgewaschene, Co-enzym- 
freie, aber noch zymasehaltige Hefe die Garungsreaktion ein- 
zuleiten verméchte, was man im Polarimeter verfolgen kénnte. 


) Le. 
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Dies erwies sich nicht zutreffend. Viele Versuche wurden ge- 
macht unter verschiedenen Temperatur- und Konzentrations- 
bedingungen und auch in der Gegenwart anorganischen 
Phosphats; das Resultat war stets negativ. 

Auch mit der Fallung I wurden solche Versuche mit nega- 
tivem Resultate gemacht. 

Weder die ausgewaschene Hefe, noch das Co-Enzympraparat 
kénnen also im Polarimeter oder durch Gasentwicklung polari- 
metrisch oder gasometrisch erkennbare Veranderungen von reiner 
Glucose hervorrufen. — Auch kann, wie Harden und Young’) 
schon beziiglich Girung mit HefepreBsaft gezeigt haben, das 
Phosphat das Co-Enzym nicht ersetzen. 


Versuche iiber die Differenz 4—C. 

Zunachst wurde die gleichzeitige Einwirkung vom Hefe- 
praparat und Fallung I auf Glucose untersucht. — Je 20 ccm 
einer 10°/,igen Glucoselésung wurden mit 0,5 g Fallung I ver- 
setzt und das Drehungsvermégen untersucht. Dann wurden 
0,5 g gewaschene Hefe zugesetzt und Garungsversuche angestellt. 
Nach gewissen Zeiten wurde abgebrochen und nach Filtrieren 
wieder das Drehungsvermégen untersucht. Die Lésung von 
0,5 g Fallung I in 20 com Wasser besaB ein Drehungsvermégen 
von — 0,04°, die wirkliche Drehung des Zuckers war also 0,04° 
hdher als in der Tabelle I, was beim Berechnen der theoretisch 


























Tabelle IL. 
co, 0 7 0 
Stunden lo Drehungsriickgang lo 4—C 
com 
3 48,5 10,0 2°34 bis 2°19 6,4 — 3,6 
4 55,0 11,4 2°34 » 2°19 6,4 — 5,0 
6 68,5 14,1 2°34 » 2°18 6,8 — 7,3 


Druck 751 mm, Lufttemperatur 19,5°. 


méglichen Menge CO, zu beriicksichtigen ist. — Es ist auf- 
fallend, daB A—C negativ wird, d. h. daB mehr CO, entwickelt 
wurde, als der beobachteten Drehungsaénderung entsprach. — 
Es sei daran erinnert, daB der kleine Fehler, der davon kommt, 
da8 wahrend des Filtrierens der Garfliissigkeit eine CO,-Ent- 
wicklung stattfindet, die nicht gemessen wird, die Differenz 


Sie. 
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4—C in positiver Richtung verschieben sollte. — Der Versuch 
wurde zweimal mit verschiedenen Co-Enzym- und Hefepraparaten 
gemacht. Das zweite Mal fiel der Wert von 4—C nicht so 
groB aus (— 0,01, — 2,1, — 4,1); die CO,-Entwicklung war auch 
schwacher (52 com nach 6 Stunden). In beiden Versuchen wird 
aber die Negativitat der Differenz 4—-C mit der Zeit gesteigert. 


Es wurde dann die relative Menge des Co-Enzympraparates 
variiert. Die drei Versuche Tabelle II wurden mit je 0,25, 0,5 
und 0,75 g Fallung I auf 20 ccm Glucoselésung und 0,5 g aus- 
gewaschene Hefe gemacht. Wir bemerken hier, daB die CO,- 
Entwicklung beinahe proportional der anwesenden Menge der 








Tabelle IL. 
‘ Kubikzentimeter CO 
Fallung I nach Stunden J Drehungs- 7, |4—C 


riickgang 





g 1/2 |38 |4{| 6 


0,25 |10,5/17,0| 20,5 | 23,0 | 26,0] 5,3] 2936 bis 2°28 | 3,4|—1,9 
0,5 | 20,0 | 35,0 43,0 | 50,5 | 62,5] 12,7| 2°34 » 2°14 | 85)—42 
0,75 | 22,0| 50,0 | 64,0 | 74,0| 92.5] 17,8] 2°82 » 2°02 |12.9]—49 


Lufttemperatur 19,5°, Druck 751 mm. 


























Fallung I ist. Beziiglich der Abhangigkeit zwischen den Mengen 
der entwickelten CO, und des anwesenden Co-Enzyms mu8 
man im Auge behalten, daB, wenn die Menge des Kochsafts 
oder der Fallung variiert wird, nicht nur die Konzentration 
des Co-Enzyms, sondern auch die des Phosphates verandert 
wird. Die folgenden Beobachtungen zeigen, daB zwischen diesen 
Substanzen unterschieden werden muB. 

Auch beobachtet man, daB die Negativitit der Differenz 
mit der Menge der Fillung I wachst. Das kann aber lediglich 
erklart werden durch das Steigen der Konzentration des Phos- 
phates. Die Versuche Tabelle II enthalten je 0,065, 0,13 und 
0,195 g, berechnet als NaH,PO,. Nimmt man die Phosphat- 
menge als Abszisse und 4—C als Ordinate, so erhalt man 
eine Kurve (die gestrichelte, Fig. 1), die beinahe parallel mit 
der verliuft, die den Zusammenhang zwischen Phosphat und 
4—C (Tabelle IV) veranschaulicht. 














Xi 
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Als ich bei konstant gehaltener Fallungsmenge (0,5 g) die 
Hefemenge variierte, wurden ahnliche Resultate erhalten (Ta- 
belle III). Die CO,-Entwicklung, und die Negativitat von 4 





Tebelle 3 ILI. 





Hefe- | Kubieentiose CO, 




















S- / 
menge | 28 —, 1% | ‘ie %, |4—C 
g 1,2 [8 | 4 | 6 
0.05 | 10| 10), 1,0| 1,0] 1,0 2034 bis2035 | — | — 
0,15 | 2,0| 5,5| 11,0) 16,0 | 22,5 4,6] 2°34 » 2093 14,7] +0,1 
0,25 53) 16,0 |220| 26.0 810 6,4| 2°34 » 2°95 | 38] —26 
0,5 LN ed 38,0| 46,0] 9,5] 2°34 » 2°23 14,7] —48 
0,75 | 25,0| 87,0 | 45,5 | 54,0| 67,5] 13,5] 2°34 » 2°20 | 60 | —7,6 





Lufttemperatur 19°, Druck 763 mm. 


wurden mit steigender Hefemenge verstarkt. Jeder Versuch 
wurde mit 20 ccm einer 10°/,igen Glucoselésung gemacht. 
Die Versuche Tabelle IV sind ausgefiihrt mit konstanten 
Mengen der FallungI (0,5 g) und der Hefe (0,5 g), aber mit 
wechselnden Mengen Phosphat. Das angewandte Phosphat war 
NaH,PO,, das vor den Versuchen mit NaOH genau neutralisiert 
wurde (Indicator: Lackmus). Fallung I enthalt anorganisches 
Phosphat, welches den Mengen 0,5 g, 0,13 g NaH, PO, entspricht; 























Tabelle IV. 

Na-  Rebihneashetiee co, 

Phosphat nach Stunden 5 Drehungs- 6) A oO) 

pinnate at acini riickgang '0 

t- 4-845 | 4 
a 7,5 | 28,0 | 33,0 | 38,5] 7,6] 2°41 bis2°34 | 2,9] —4,7 
0,2 14'5 38,0 | 51,0 | 57,5] 11,4] 2°39 » 2°24 6,3 | —5,1 
0,4 11,0 | 31,0 | 56,0 | 72,0] 14,2] 2°40 » 2°11 | 121] —2,1 
0,6 5,0 | 13,0 | 32,0 | 59,0] 11,8] 2°38 » 2°11 [113] —05 
0,8 3,0} 6,0 | 14,0 | 27,0] 55] 2°33 » 2°15 7,7 | +2,2 
1,0 2,5| 40] 8,0, 14,0] 3,1] 2°37 » 2°25 5,1 | + 2,0 














Lufttemperatur 18°, Druck 762 mm. 


dies ist also zu der zugesetzten Menge (siehe die erste Spalte 
Tabelle IV) zuzulegen. — Wir sehen, da gréBere Mengen 
anorganischen Phosphats eine betriachtliche Verzégerung und 
Schwachung der CO,-Entwicklung hervorrufen. War die Phos- 
phatmenge jedoch nicht gar zu groB (0,4 g), so wurde die Garung 
zwar verzogert, aber verlief dann um so kriftiger. Ahnliche 
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Tatsachen haben Harden und Young gefunden’) und studiert”). 
Spiter haben auch Euler und Johansson*) diese offenbar 
fiir das Verstaéndnis des Mechanismus der alkoholischen Garung 
wichtige Erscheinung studiert. 

Beziiglich 4 —C sieht man, da8B bei Gegenwart von groBen 
Mengen Phosphates die Differenz wieder positiv wird. Zwar 
wird der numerische Wert nicht vdéllig so groB wie bei der 
Garung mit frischer Hefe (siehe Euler und Johansson, Zeit- 
schr. f. physiol. Chem. 76, 347, 1912; Euler und Berggren, 
Zeitschr. f. Girungsphysiol. 1, 203, 1913; Euler und Hille, 
Zeitschr. f. Garungsphysiol. 3, 1913), wo sie um 8 betragt. 
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Fig. 1. 

Die ausgezogene Kurve Fig. 1 illustriert den Zusammenhang 
zwischen Phosphat und 4—C. Die Phosphatmengen stehen 
auf der Abszisse und die beobachteten Differenzen auf der 
Ordinate. — 4A—C scheint also positiv zu werden, wenn die 
anwesende Menge des Phosphates groB ist im Verhaltnis zu der 
Menge der Hefe. Dies trifft auch zu fiir den Versuch mit 
0,15 g Hefe, 0,5 g Fallung I (Tabelle II). 

Auch fiir diese Versuche wu8 noch festgestellt werden, 
wieviel von der Differenz 4—C auf Rechnung eines enzyma- 
tischen Glykogenumsatzes zu schieben ist. 

4) Proc. Roy. Soc. 80, 299, 1908. 


*) Proc. Roy. Soc. 81, 336, 1909. 
5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 192, 1913 
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Die Versuche in der Tabelle V sind mit je 20 ccm einer 
5°/,igen Lésung von Fallung I ohne Zucker gemacht. Die 
Zahlen zeigen, daB weder CO,-Entwicklung noch Bildung von 


Tabelle V. 








Ausgewaschene | Kubikzentimeter CO, | e 
Hefe nach 6 Stunden 2| Drehungsinderung 











— 0°07 bis — 0° 04 


| 
| —0°07 , —0°05 


5 g¢ | 4,0 
0,75 g | 4,5 


qr 


rechtsdrehenden Stoffen aus der Hefe selbst oder dem Co-En- 
zympriaparat die Ursache der Negativitat der Differenz 4 —C 
sein kann. 

Da8B keine solche Selbstgirung hier statt hat, wie unter 
anderen Euler und Johansson’) gefunden haben, wird da- 
durch erklirt, daB beim Auslaugen der Hefe eine kraftige 
Garung eintritt. 

Auch beim Zerstéren des Co-Enzyms durch 4stiindiges 
Erhitzen in zugeschmolzenen Réhren im Autoklaven bis 130° 


Tabelle VI. 





Drehung 
vor Erhitzen | nach Erhitzen 








—o°07 | —0°06 
—0907 | —0°04 


wurde das Drehungsvermégen nicht geindert (Tabelle VI). — 
Die beobachteten Anderungen liegen bei diesen konzentrierten 
Lésungen wegen ihrer starken Farbe ganz innerhalb des Ver- 
suchsfehlers. Die Lésung war nach dem Erhitzen vollig auBer- 
stande, mit ausgewaschener Hefe Zucker zu vergaren. 

Zur Erklarung der beobachteten Negativitat der Differenz 
A—C bleiben die Annahmen iibrig, entweder daB aus dem 
Zucker ein stark rechtsdrehender Stoff gebildet wird — die 
Art dieses Stoffes bedarf der weiteren Untersuchung — oder 
da8 CO, nicht nur aus dem verschwindenden Zucker, sondern 
auch noch aus einem Reservestoff oder Zwischenprodukt ge- 


bildet wird. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 205, 1913. 
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Versuche mit phosphatfreien Co-Enzympriaparaten. 
Harden und Young haben die Abhiingigkeit der alko- 
holischen Giérung vom anorganischen Phosphat folgendermaBen 
ausgedriickt: 
2 C,H,,0, + 2 PO,HR, = 2 CO, + 2C,H, OH 
+ C,H,,0,(PO,R,), + 2 H,0 
C,H,,0,(PO,R,), + 2 H,O = C,H,,0, + 2 PO,HR,. 


Diese Gleichung ist durch viele Untersuchungen in ziemlich weitem 
Umfange bestitigt worden. Unter anderen haben Euler und 
Johansson sich damit beschiftigt. Fiir das Verstindnis der 
Rolle des Phosphates und des Co-Enzyms wire es nun wichtig, 
vollig phosphatfreie Co-Enzympriparate zu erhalten. Harden 
und Young haben auch Versuche gemacht’), aus dem Koch- 
saft die Phosphate abzutrennen. 

In dieser Arbeit ist es versucht worden, aus der genannten 
Fallung I die Phosphate auszufallen. Es entstanden hier 
Schwierigkeiten, denn durch alkalische Lésungen scheint das 
Co-Enzym verdorben zu werden. Mit solchen Fallungsmitteln 
erhaltene Praparate waren namlich véllig unwirksam. Schlieb- 
lich wurde auf folgende Weise eine phosphatfreie Fallung, die 
als Fallung II bezeichnet wird, erhalten. 15 g der Fallung I 
wurden in 75 ccm Wasser gelést. Dann wurde vorsichtig mit 
BaCl, und so viel Ba(OH),, daB die Flissigkeit eben neutral 
reagierte, gefallt. Das Phosphat wurde abfiltriert und im Filtrat 
Ba mit (NH,),SO, gefallt. Das Filtrat nach der Ba-Fallung 
wurde fraktionsweise mit Alkohol gefallt. Die erste Fraktion, 
mit der doppelten Menge Alkohol, bestand fast ausschlieBlich 
aus (NH,),SO,. Die zweite dlige Fallung, nach Einengen im 
Vakuumexsiccator und Fallung mit der 5fachen Menge Alkohol 
erhalten, wurde mit absolutem Alkohol und Ather getrocknet 
und gewaschen. Sie enthielt ein wenig (NH,),SO,, war aber 
vollig frei von mit Mg-Mixtur und NH, fallbarem Phosphat. 

Um ihren Gehalt an organischen P,O, zu untersuchen, 
wurde sie durch Abrauchen mit HNO, verbrannt und dann 
mit Mg-Mixtur und NH, gefiallt. Das Resultat war 4,8°/, P,O,. 
Die Fallung I, die als Ausgangsmaterial diente, enthielt 4,1°), 
organisch gebundenes P,O,. 


1) Proc. Roy. Soc. $2, 321, 1910. 
27° 
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Eine nahezu phosphatfreie Fallung wurde auch erhalten, 
indem als Ausgangsmaterial Hefeextrakt direkt angewandt 
wurde. Wegen des groBeren Volumens waren die Fallungen 
jedoch schwieriger auszufiihren. Das erhaltene Praparat 
(Fallung Ila) war auch weniger wirksam als die Fallung II. 
Eine Stickstoffanalyse nach Kjeldahl] fiir die Fallung Ila gab 
9,4°/, N. 

Die Versuche (Tabelle VII) wurden ausgefiihrt mit: 

I 20 ccm 10°/,ige Glucoselosung, 0,5 g ausgewaschene Hefe, 

II desgl. + 0,25 g NaH,PO,; 

Ill » + 0,5 » Fallung I; 

IV n ote 0,75 ” n Ila; 

Vo» +075» » » + 0,25 g NaH,PO,; 

VI n +- 0,5 n n n - 0,25 g n te 0,1 ccm 

Toluol; 
VII n + 0,5 » + I + 0,1 ccm Toluol; 
VIII» +025, » W+01 » » +0,25gNaH,PO,; 

IX n +: 0,5 n n II — 0,1 ” , + 0,25 g NaH,PO,,. 


Tabelle VII. 























; Kubikzentimeter Kohlensaure 
Minuten 
1/nun|m{iwtiv iw iivwaudilvm|i| x 
60 | 05 | 2 | 145] 1 05 | 2515/38 | 45 
120 | 05 | 25 | 2 | 15; 3 | 35' 15 4 | 9 
1390 | 05 | 25 | 32 | 8 | 6 5 15 85 | 15,5 
210 | 05 | — | — | 257 75] 7 15 9 «| 185 
300 | 05 | 25 | 335] —| —| — | 15 | 9 | 815 
et O81 65 | Le | ~- 1 wD 1K 
eo tat are ine —|4 | =| 9 | 505 
eS es ee ee es ee ee ee 


Das NaH,PO, wurde vor den Versuchen mit NaOH neu- 
tralisiert (Indicator: Lackmus). Es geht aus der Tabelle deut- 
lich hervor, daB drei Komponenten ndétig sind, um eine Ver- 
garung von der Glucose hervorzurufen, nimlich ausgewaschene 
Hefe, phosphorfreie Fallung und anorganisches Phosphat. Die 
Hefe kann (IV, VII) mit nur Fallung (Co-Enzym) oder nur 
Phosphat (II) keine CO,-Entwicklung hervorbringen, beide 
miissen zusammen mit ihr zugegen sein. Es stimmt dies mit 
den Versuchen von Euler und Berggren’) iiberein. Diese 
konnten namlich durch fraktionierte Fallung mit Alkohol das 


1) Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 203, 1913. 
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Hefeextrakt in zwei Fraktionen teilen, von denen keine an 
und fiir sich ausgewaschene Hefe aktivieren konnte. Es zeigte 
sich auch wahrend dieser Arbeit, daB das Phosphat bei der 
Fallung des Extraktes mit Alkohol sich immer in den ersten 
Fraktionen anhaufte. Eine vollstandige Trennung gelang jedoch 
auf diese Weise nicht. 

Die Fallung II (IX) wirkte bedeutend kraftiger als die 
Fallung Ifa (VI). Auch scheint die entwickelte Kohlensiure 
von der anwesenden Co-Enzymmenge abhangig zu sein (VIII, 
IX). Beim Vergleich der Versuche III und IX (siehe die 
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Kurvenzeichnungen Figur 2, wo die Zeit auf der Abszisse steht 
und die Kohlenséure auf der Ordinate) bemerkt man, da8 in 
dem letzteren die CO,-Entwicklung im Anfang viel langsamer 
geht. Offenbar hingt dies mit der verzégernden Wirkung des 
Phosphates zusammen. Die anwesende Menge des Phosphates 
entspricht ja im Versuch III nur 0,13 g NaH,PO,, wahrend 
im Versuch IX 0,25 g zugesetzt waren. 


Versuche mit Na-Lactat, Acetaldehyd 
und Ameisensaure,. 

Nachdem es sich gezeigt hatte, daf die ausgewaschene 
Hefe allein keinen wahrnehmbaren Einflu8 auf den Zucker 
ausiibt, also den ProzeB nicht einleiten konnte, wurden einige 
Versuche dariiber gemacht, ob sie nicht am Ende des Garungs- 
vorganges selbstandig wirken konnte. Um dies zu beurteilen, 
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wurde ihr Verhalten gegen einige von den Substanzen, die als 
Zwischenprodukte bei der alkoholischen Garung in Frage kommen 
kénnen, untersucht. Es erwies sich hier etwas schwierig, ein- 
wandfreie Resultate zu erhalten. Doch fiihre ich einige Ver- 
suche an, die vielleicht zeigen kénnen, in welcher Richtung die 
endgiiltigen Resultate zu suchen sind. 

Es wurden zuerst einige Versuche mit Milchséiure in Form 
einer 5°/,igen Na-Lactatlésung gemacht. Ihre Bildung als 
Zwischenprodukt ist ja vielfach bestritten worden, und nach 
den Arbeiten von Slator’) und Buchner und Meisen- 
heimer?) ist wohl diese Theorie in ihrer urspriinglichen Form 
verlassen. Doch kénnte beim Zerfallen des Zuckers in Brenz- 
traubensiure nach Neuberg und Kerb*) mdglicherweise eine 
intermediaére Bildung von Milchséure angenommen werden. 

Die Versuche gaben ausschlieBlich negative Resultate. Ob- 
gleich die Hefe zusammen mit Fallung I Zucker zu vergiren 
vermochte, konnte sie weder allein noch mit Fallung eine ein- 
wandfrei wahrnehmbare CO,-Entwicklung aus der Na-Lactat- 
losung hervorrufen. 

Es wurde nun zu Versuchen mit Acetaldehyd und Ameisen- 
siiure iibergegangen. Nach dem Schema von Schade‘) wiirden 
diese K6rper bei der Garung auftreten. Auch haben Franzen und 
Steppuhn*) dem Auftreten und der Vergirung von Ameisen- 
siure eine ausfiihrliche Untersuchung gewidmet. Neuberg und 
Kerb*) und Kostytschew’) haben fiir den Acetaldehyd die 
Natur eines Zwischenproduktes dargetan. 

In dieser Arbeit wurden zuerst Versuche mit freiem Acet- 
aldehyd gemacht. Es erwies sich aber, daB dieser die Girung 
voéllig verhinderte. Auch wenn die Lésung auBer Ameisensiure 
und Acetaldehyd Glucose enthielt, kam keine CO,-Entwicklung 


zustande. 


1) Journ. Chem. Soc. 89, 141, 1906. 

*) Landwirtschaft]. Jahrb. 38, 265, 1909. — Chem. Ber. 43, 1773, 
1910. Vgl. auch Euler, Fortschritte der naturwissenschaftlichen For- 
schung 10, 63, 1914. 

*) Diese Zeitschr. 43, 494, 1912. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 1, 1906. Vgl. auch Euler, 1. c. 

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 129, 1912. 

*) ]. c.; Zeitschr. f. Garungsphysiol. 1, 114, 1913. 

”) Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 130, 1912. 











Beobachtungen iiber das Co-Enzym der Hefe. 415 


Es wurde dann eine Lésung angewandt, die in bezug auf 
Ameisensaure "/,,, Na-Formiat "/,, und Aldehydammoniak 


D , 
loo war. 


Versuche. (Tabelle VIII.) 
I 30 ccm Lésung, 0,5 g gewaschene Hefe, 0,5 g Fallung I, 
1,5 g Glucose; 
II 30 ccm Lésung, 0,5 g gewaschene Hefe; 


III 60 » “ 15 » - ” 
IV 60 » “ 1,5 » * , 
V 60 » 8 1,25 » ” ~ 
VI 30 » - 0,5 » - » -+ 0,5 g Fallung I; 
VII 60 » n 1,25 » 6 “ + 1,0 » ” I; 


VITI 30 » * 0,75 » frische Hefe. 


Aus den Versuchen scheint hervorzugehen, daB die Ameisen- 
sdure-Formiat-Aldehydammoniak-Lésung von ausgewaschener 
Hefe sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit des Co- 
Enzympriaparates vergirbar ist. Es mu8 jedoch ausdriicklich 
betont werden, da8 die CO,-Entwicklung nur wenig auBerhalb 
der Versuchsfehler lag und zuweilen nicht eintrat (V). 


Tabelle VIII. 























Std Kubikzentimeter co, 

‘uRmh ae Be AR BE WE BE. 

a a 

Se RES Re ee a oe 15 | 15 
si | owiets? | {| oe] a] — 
4] si | 45 | 7 $5115) 8} 4 | — 
6 | 365] 55 | 75) 5 | 45 | 4 | 4 | 45 

Zusammenfassung. 


Die Differenz 4 —C wird bei Girung mit ausgewaschener 
Hefe und aus Hefeextrakt hergestelltem Co-Enzympriaparat 
negativ. 

Die GréBe der Differenz ist von der Zeit und von den 
anwesenden Mengen der Hefe und des Phosphates abhiangig. 

Ein von anorganischem Phosphat freies Co-Enzympraparat 
kann ausgewaschene Hefe nicht aktivieren. 











Zur Kenntnis der doppelten Bindungen im Cholesterin- 
molekiile. 


Von 
Otto von Firth und Gustav Felsenreich. 
(Eingegangen am 1. Marz 1916.) 
Mit 1 Figur im Text. 


I. Einleitung. 

Durch die Forschungen der letzten Jahre ist das Problem 
der Konstitutionsermittelung des Cholesterins wesentlich ge- 
fordert worden. Die noch bis vor kurzem giiltige Cholesterin- 
formel 

Cx7H,.0 = (iss CH.CH, .CH,—C,,H,,—CH = CH, , 

° ro 
CH, CH, 
*~ dh 
CH.OH 
die insbesondere aus den Arbeiten von Julius Mauthner und 
Suida, von Windaus und Stein, Diels und Abderhalden, 
Neuberg, Willstatter und ihrer Mitarbeiter sich ergeben 
hatte, lieB immerhin noch einen groBen Komplex von 17 Kohlen- 
stoffatomen im Zentrum des Molekiils ganzlich unaufgeklart. 
Einen wesentlichen Schritt vorwirts haben uns nun die weiteren 
Forschungen von Windaus gebracht, der sich in einer seiner 
neueren Arbeiten’) dahin ausspricht, da8 sich nunmehr fir 
das Cholesterin mit groBer Wahrscheinlichkeit die folgende 
Konstitutionsformel ableiten 1aBt: 

") A. Windaus, Uber einige neue Abbauprodukte des Cholesterins 
(Zur Kenntnis des Cholesterins XV). Ber. d. Deutsch. chem. Gee. 45, 
2423, 1912. 
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CH 

cH’ > CH. CH, CH, OMe 
CH CH 

i te 

CH, CH CH.CH, 

| | | 

CH, CH, CH 


er 4 G 
CH.OH CH, 

Mit Hilfe dieses Schemas lassen sich alle in den bisherigen 
Mitteilungen beschriebenen Reaktionen in einleuchtender Weise 
formulieren. Diese neue Formel lat nur mehr einen Komplex 
von 11 Kohlenstoffatomen unaufgeklirt, und die Frage, wie- 
viel geschlossene Ringsysteme derselbe noch in sich 
birgt, laBt die vdéllige Lésung der chemischen Seite des 
Cholesterinproblems bereits in sichtbarer Weite auftauchen. 

Der dem Cholesterin zugehérige Kohlenwasserstoff C,.H,, 
ist um 10 Wasserstoffatome armer als der zugehdrige Grenz- 
kohlenwasserstoff C,,H,,. Ein Minus von 2H kommt aber auf 
Rechnung der Vinylgruppe. Das verbleibende Minus von 8 H 
wirde, wenn es sich um vollkommen gesattigte Ringsysteme 
handelte, vier Ringschliisse bedeuten. Nun schien aber, neben 
der offen zutage tretenden Doppelbindung der Vinylgruppe, 
noch eine maskierte Doppelbindung im Cholesterinmolekiil 
enthalten zu sein, die erst bei Behandlung mit Ozon manifest 
wird’). In diesem Falle ware im Molekiil nur fiir drei Ring- 
schliisse Raum vorhanden, und da die neue Formel von 
Windaus bereits zwei Ringschliisse enthalt, bliebe fiir den 
unaufgelésten Komplex von 11 Kohlenstoffatomen nur mehr 
ein RingschluB wbrig. 

Nun ist aber freilich die Existenz der ,maskierten 
Doppelbindung* im Cholesterinmolekiil keineswegs eine un- 
bestrittene Tatsache. Dieselbe wird vielmehr gerade von jenem 
Forscher, der auf dem Gebiete der Ozonadditionsprodukte die 
groBte Autoritat fiir sich in Anspruch nehmen kann, namlich 
von Harries”), bezweifelt. Dieser Forscher gibt an, daB, wenn 


1) E. Molinari und P. Fenaroli, Die doppelten Bindungen in der 
Formel der Cholesterine und Phytosterine. Ber. d. Deutsch. chem. Ges 


41, 2785, 1908. 
%) Harries, Ber. d. Pcutsch. chem. Ges. 45, 940, 943, 1912. 
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Cholesterin in verdiinnter Hexanlésung ozonisiert wird, ein 
Produkt C,,H,,0O.0, (der Ozonaddition an der Vinylgruppe 
entsprechend) resultiert. In Tetrachlorkohlenstoff resultierte 
allerdings ein Doppelozonid C,,H,,0O,. Harries deutet dies 
jedoch in der Weise, daB er annimmt, es entstehe zunichst 
durch Wasserabspaltung Cholesterylen 
C,H,,—C,,H,,—CH = CH,, 
a 3 
CH CH, 
\ 
CH 

das zwei doppelte Bindungen enthalt. Harries stimmt daher 
Tschugaeff bei, der aus dem Brechungsvermégen des Chole- 
sterins den Schlu8 gezogen hatte, daB dasselbe nur eine Doppel- 
bindung enthalte. 

Wenn nun Dorée’) findet, daB das Dihydrocholesterin 
(8-Cholestanol) 

C,,H,,0 a C,H, ,—C,,H,,—CH, , CH, ’ 
” shai 


CH, CH, 


2 
‘ 
CH.OH 
das ja keine Vinylgruppe mehr enthalt, noch immer 1 Molekiil 
Ozon addiert, so konnte dies immerhin im Sinne von Harries 
durch primére Wasserabspaltung an der Alkoholgruppe erklart 
werden. Wie soll man es aber verstehen, wenn nach Dorée 
das £-Cholestanon 
C,,H,,0 = C,H,,—C,,H,,—CH, .CH, 
’ gpa" 
CH, CH, 


a aT 
CO 


sogar 2 Molekiile Ozon zu addieren vermag, trotzdem es doch 
weder eine Vinylgruppe enthalt noch aber Wasser durch eine 
einfache Reaktion abzuspalten vermag? Es ist dies um so auf- 
falliger, als dieselbe Verbindung auch sehr leicht mit Brom reagiert. 

Sehr auffallend und bedeutungsvoll erscheint weiterhin 
eine Beobachtung von Windaus und Hauth’*), der zufolge 


*) Ch. Dorée, Contributions to the Chemistry of Cholesterol and 
Coprosterol. Journ. of Chem. Soo. 95, 1. Hialfte, 638, 1909. 

*) A. Windaus und A. Hauth, Notiz iiber Phytosterin. Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 90, IV, 3681, 1907. 
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ein Dihydrophytosterin C,,H,,O (durch Reduktion von 
Phytosterin mit Natrium im Amylalkohol gewonnen) noch 
Brom aufzunehmen vermag. Auf Grund dieser Versuche, meint 
Windaus, bleibe nur die Annahme ibrig, daB Phytosterin 
(zum Unterschiede vom Cholesterin) mindestens zwei Doppel- 
bindungen enthalten mubB. 

Angesichts der mitgeteilten Widerspriiche und Unklarheiten 
schien es uns angebracht zu sein, die fiir die Konstitutions- 
ermittelung des Cholesterins so bedeutungsvolle Frage der 
doppelten Bindungen im Molekiil desselben einer er- 
neuten Untersuchung zu unterziehen. 

Dabei erschien es uns zweckmaBig, das Problem dadurch 
zu vereinfachen und durchsichtiger zu gestalten, da8 wir (neben 
anderen Derivaten des Cholesterins) insbesondere auch dem 
£-Cholestan 

C,,H,, = ew -CH, 


CH, CH, 
. / 
CH, 
unsere Aufmerksamkeit zuwandten, als jener Verbindung, die 
sehr wahrscheinlich als der gesaéttigte Stammkohlenwasser- 
stoff des Cholesterins aufzufassen ist, der kein Brom mehr 
addiert und angeblich weder durch rauchende Salpetersaure 
noch durch konzentrierte Schwefelsiure veraindert wird’). 

Fiir das systematische Studium der doppelten Bindung 
des Cholesterins ergaben sich uns nun drei Wege: die Unter- 
suchung der Anlagerung von Wasserstoff, von Halogen und 
von Ozon. 

Da8B man durch einfache Einleitung von Wasserstoff in 
eine mit Platinmohr versetzte itherische Lésung des Chole- 
sterins zum Dihydrocholesterin gelangen kann, ist schon vor 
langerer Zeit von Willstatter und Mayer dargetan worden’). 
Neuerdings ist jedoch das Verfahren der Hydrierung aro- 
matischer Verbindungen mit Platin und Wasserstoff 


’) J. Mauthner, Sitzungsber. d. Wien. Akad. 118, Abt. II, 420, 1909, 
und Windaus, Biochem. Handlexikon 3, 281, 1911. 

*) Willstatter und Mayer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 
2199, 1908. 
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von Willstatter und Hatt’) durch Anwendung eines Schiittel- 
kolbens und eines mit besonderer Sorgfalt bereiteten Platin- 
schwarzpraparates ganz wesentlich ausgestaltet worden, und 
zwar derart, daB dabei gleichzeitig der Wasserstoffverbrauch 
infolge Addition quantitativ verfolgt werden kann. Man war soim- 
stande, vom Benzol und Phenol zum Cyclohexan zu gelangen; reine 
Benzoesaéure |aBt sich in Eisessiglésung quantitativ und ahnlich 
rasch wie ein Olefin perhydrieren. Da dieses verbesserte Verfahren 
auf das Cholesterin noch nicht angewandt worden war, schien es 
uns immerhin wichtig, festzustellen, ob nicht etwa die Hydrierung 
des Cholesterins bei geeignetem Vorgange iiber die Stufe des 
Dihydrocholesterins hinaus erzwungen und so das Vorhanden- 
sein einer maskierten Doppelbindung dargetan werden kénnte. 

In bezug auf die Halogenanlagerung finden sich 
zwar in der Literatur einige Andeutungen uber die Existenz 
von Perhalogenderivaten des Cholesterins. Irgendwelche An- 
gaben iiber die systematische Anwendung der neueren Methoden 
zur quantitativen Ermittelung des Halogenaufnahmevermégens 
(z. B. der Bromaddition nach Parker MacIlhiney, der Chlor- 
jodaddition nach Hiib] u. dgl.) auf das Cholesterin und seine 
Derivate vermochten wir jedoch nicht ausfindig zu machen. 

Was schlieBlich das Ozonaufnahmsvermogen betrifit, 
schien es insbesondere wichtig, uns iiber die (bisher nicht 
untersuchte) Frage klar zu werden, ob der allem Anscheine 
nach gesattigte Stammkohlenwasserstoff des Cholesterins, das 
f-Cholestan, noch befahigt ist, Ozon zu addieren. 

Wir gehen nunmehr zu der Mitteilung unserer Beobach- 
tungen uber. 


Il. Wasserstoffanlagerung. 
A. Reduktion von Cholesterin zu Dihydrocholesterin. 
a) Versuchsanordnung. 
Wir bedienten uns, nach dem Prinzip von Willstatter 
und Hatt*), folgender Versuchsanordnung (vgl. Fig. 1). 
Die Hydrierung erfolgte in einem 11 fassenden Rund- 
kolben aus Jenaer Glas (a), dessen eingeschliffener, mit zwei 


1) Willstatter und Hatt, Hydrierung aromatischer Verbindungen 
mit Platin und Wasserstoff. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 1471, 1912. 
*) Willstatter und Hatt, 1. c. 
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Hahnrohren versehener VerschluB (b) mit an Hakchen ein- 
greifenden Spiralfedern versichert war. Der in ein passendes 
Gestell einschraubbare Kolben konnte mit Hilfe eines Elektro- 
motors (c) in schwingende Bewegungen versetzt werden. Der 
Kolben nahm die zu hydrierende Substanz (5 bis 10 g), in 100 bis 
250 ccm reinstem Eisessig (Kahlbaum) gelést, sowie das Platin- 
schwarz (1 bis 2 g) auf. Das Zuleitungsrohr des Kolbens stand 
mit einem Kippschen Wasserstoffentwicklungsapparat (d) in 
unmitelbarer Verbindung; das Ableitungsrohr dagegen stellte 
mit Hilfe eines ca. */, m langen dickwandigen, gasdichten 
Schlauches (e) die Verbindung mit dem ,Gasometer“ her. Als 
solcher diente ein 11 fassender graduierter MeBzylinder (f), der 
gleichfalls oben einen durch Spiralfedern versicherten kuppel- 











formigen Glasschliff (g) trug. In diesen waren zwei Glasréhren 
eingeschmolzen: eine kurze (h), die knapp unter der Kuppel 
endigte, und eine lange (i), die nahe bis an den Boden des 
MeBgefaBes reichte. Das kurze Rohr diente zur Zuleitung des 
Wasserstofis; das lange Rohr dagegen stellte mit Hilfe eines 
Schlauches die Verbindung mit einer tubulierten Flasche (k) 
her, die als VorratsgefaB fiir die Sperrfliissigkeit diente und 
mit Hilfe eines verstellbaren Tischchens (/) bequem gehoben 
oder gesenkt werden konnte. 

Der Versuch wird nun derart in Gang gebracht, daB nach 
Beschickung des Schiittelkolbens mit der in Eisessig gelésten, 
zu reduzierenden Substanz und mit Platinschwarz dieser zu- 
nachst mit Wasserstoff gefiillt wird. Dabei ist es notwendig, 
folgende Vorsicht zu beobachten: Das in spater zu_beschrei- 
bender Art bereitete Platinschwarz ist so hochwirksam, daB, 
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wenn man iiber Stéubchen desselben etwa in einem offenen 
GefaBe Wasserstoff leitet, man oft ein lebhaftes Aufgliihen 
derselben beobachtet. Es ist daher einleuchtend, daB, wenn 
man ohne weitere Vorsicht in den Schiittelkolben nach seiner 
Beschickung Wasserstoff einleiten wiirde, die etwa den Wanden 
anhaftenden Platinschwarzteilchen die Gefahr einer Knallgas- 
explosion herbeifiihren kénnten. Wir pflegten dieser Gefahr 
derart zu begegnen, daB wir den durch zwei Glashahne ab- 
sperrbaren beschickten Schiittelkolben zunachst mit Hilfe einer 
Wasserstrahlluftpumpe evakuierten, sodann erst vom Kippschen 
Apparat aus mit Wasserstoff fiillten und den Vorgang noch 
1 bis 3 mal wiederholten. 

Der mit dem Kippschen Apparat verbundene, mit reinem 
Wasserstoff gefiillte Schiittelkolben wird sodann durch den 
Schlauch e an den MeBapparat f angeschaltet, der bis in die 
Kuppel hinein mit Wasser gefiillt ist. Wir lassen nun vom 
Kippschen Apparat her so viel Wasserstoff nachstroémen, daB 
der gréBte Teil des MeBzylinders von diesem erfillt wird, und 
schlieBen dann den Hahn zwischen dem Kippschen Apparat 
und dem Schiittelkolben ab. Um soweit als moglich unter 
Atmospharendruck zu arbeiten, wird nun die tubulierte Flasche k 
so weit herabgesenkt, daB das Niveau in ihr und im MeB- 
zylinder f das gleiche ist. 

Um nun den Versuch in Gang zu bringen, wird mit Hilfe 
des Elektromotors der eingespannte Schiittelkolben in schwin- 
gende Bewegung versetzt. Alsbald bemerkt man, nach Mab- 
gabe als der Wasserstoff im Apparat durch Addition verbraucht 
wird, ein langsames Ansteigen der Fliissigkeit im MeBzylinder f, 
das mit der gréBten Bequemlichkeit messend verfolgt werden 
kann, wobei man vor jeder Ablesung, um wieder Atmosphiren- 
druck herzustellen, das Niveau im MeBzylinder f und in der 
tubulierten Flasche k auf Gleich bringt. 


Das zur Verwendung gelangende Platinschwarz haben wir, der 
Empfehlung von Willstatter geméB, durch Reduktion von Platin- 
chlorid mit Formaldehyd nach O. Loew gewonnen’), und zwar gingen 
wir folgendermaBen vor: 

Je 5 g Platinchlorid (Kahlbaum) wurden in einem kleinen Becher- 
glase in 5 ccm Wasser gelést und 7 ccm Formaldehyd 40°), hinzugefiigt. 
Nach sehr guter Kiihlung in Eis wurde eine Lésung von 5 g Atznatron 





1) Willstatter nnd Hatt, 1. c. 8.1472. 
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(e Natrio Kahlbaum) in 5 ccm Wasser tropfenweise zugesetzt, wobei die 
Abscheidung von Platinschwarz erfolgte. Man kann dasselbe direkt weder 
filtrieren noch dekantieren, da die Fliissigkeit schwarz ablaiuft. Dagegen 
kann nach mehrstiindigem Stehen der Niederschlag auf einem geharteten 
Filter gesammelt und chlorfrei gewaschen werden. Noch zweckmabBiger 
fanden wir es aber, den abgeschiedenen Niederschlag nach Zusatz von 
Wasser erst bei 60° einige Zeit stehen zu lassen, die iiberstehende 
schwarze Fliissigkeit abzugieBen und wiederholt erst mit Wasser, dann 
aber mit Alkohol zu dekantieren. Unter der Einwirkung des letzteren 
nimmt der Niederschlag dann eine derartige Beschaffenheit an, daB er 
auf gehartetem Nutschfilter sehr schnell chlorfrei gewaschen werden 
kann. Sodann kann er im Vakuum getrocknet werden. Nur versiume 
man es ja nicht, ihn vorher vom Filter herunterzunehmen. In einem 
Falle, wo wir dies versiumt hatten, sahen wir, als wir den Hahn des 
Vakuumexsiccators, in dem sich das getrocknete Filter befand, 6fineten, 
dieses in Flammen aufgehen. 


b) Beispiel eines Versuches. 
Die Art, wie wir unsere Versuche ausgefiihrt und die ge- 
wonnenen Resultate berechnet haben, wird am besten durch 


ein Beispiel veranschaulicht werden: 

10 g reinsten Cholesterins in 250 ccm Eisessig Kahlbaum am Wasser- 
bade gelést, mit Wasserstoff bei Gegenwart von frisch bereiteten Platin- 
schwarz geschiittelt. Es betrug (bei 19° und 744 mm Druck) 
von 10°52’ bis 12804’, also im Verlaufe 

von 72 Min., Wasserstoffverbrauch 315 com, i.e. 4,4 ccm pro Minute, 
von 12°06’ bis 1°17’, also im Verlaufe 
von 71 Min., Wasserstoffverbrauch 156 » n 22 » » - 
von 1°18’ bis 4°25’, also im Verlaufe 
von 187 Min., Wasserstoffverbrauch 72 » n 04 » 2» ” 
543 ccm 

Im Verlaufe des Versuches hatte sich nun eine sehr auffallige Ver- 
anderung innerhalb der Schiittelfliissigkeit in dem Sinne vollzogen, daB das 
schwerer lésliche Reaktionsprodukt zum groBen Teil auskrystallisiert war. 

Der Versuch wurde daher unterbrochen, das Reaktionsprodukt 
durch Erwirmen am Wasserbade im Schiittelkolben wieder in Lésung 
gebracht, der Apparat nach erfolgter Abkiihlung neuerlich mit Wasser- 
stoff gefiillt und die Schiittelung fortgesetzt. Es betrug 
von 5* bis 8" abends, also im Verlaufe 

von 180 Min., der Wasserstoffverbr. 90 ccm, i.e. 0,5 cem pro Minute, 
beim Stehen iiber Nacht der Wasser- 
stoftverbrauch ...... a oe » 003 »  » . 
sodann neuerlich geschiittelt 
von 8 bis 11" friih, also im Verlaufe 
von 180 Min., der Wasserstoffverbr. 8 » »n 0,05 » » - 
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Der Versuch wurde nunmehr fiir beendigt angesehen. Der 
Wasserstoffverbrauch betrug sonach 543 -+- 128 = 671 ccm (19°, 744 mm) 
= 614 cem H (0°, 760 mm). 

Da jedoch auch im blinden Versuche eine geringe Verinderung 
des Fliissigkeitsniveaus im Gasometer, die im Sinne eines Wasserstoff- 
verbrauches gedeutet werden kann, in Erscheinung tritt, ergab sich die 
Notwendigkeit, eine Korrektur durch einen blinden Parallelversuch 
einzufiihren. 

Beim Schiitteln desselben Platinschwarzpraparates mit 250 ccm reinen 
Eisessig betrug (bei 19,5° und 752 mm Druck) 
von 1°29’ bis 3°23’, also im Verlaufe 

von 114 Min., der Wasserstoffverbr. 33 ccm, i.e. 0,3 com pro Minute, 
von 3° 23’ bis 5" 56’, also im Verlaufe 
von 153 Min., der Wasserstoffverbr. 17 » »n O1 » » ~ 
50 com 


Der Apparat wurde nunmebr gedffnet, neuerdings mit Wasserstoff 
gefiillt und wieder geschiittelt. Es betrug: 
von 7503’ bis 8°14’ abends, also im Verlaufe von 76 Minuten, 
der Wasserstoffverbrauch 15 ccm, i.e. 0,2 com pro Minute. 
Beim Stehen iiber Nacht und bei weiterem 1°/,stiindigem Schiitteln 
war kein Wasserstoffverbrauch mehr bemerkbar. 
Die Korrektur betrug sonach 50 -+- 15— 65 ccm H (19,5°, 752 mm) 
= 60cem H (0°, 760 mm). 
Der effektive Wasserstoffverbrauch, der auf Rechnung der H-Addition 
zu setzen ist, berechnet sich sonach auf 614 — 60 = 554 ccm (0°, 760 mm) 
fiir 10 g Cholesterin, i. e. 
55,4 com H (0°, 760 mm) fiir 1 g Cholesterin. 


Die theoretisch berechnete Wasserstoffaufnahme bei Addition von 
2H an ein Molekiil Cholesterin ergibt sich mit 
57,3 ccm H (0°, 760 mm) fiir 1 g Cholesterin. 


c) Ergebnis der anderen Versuche. 

















Reduzierte Sine des) ‘Mennnilen Wasserstoffverbrauch fiir 1 g 
Cholesterin- Fisseai s | Schiittel Cholesterin (unter Beriicksich- 
menge 5 8 ee tigung der Korrektur durch 

g ccm Stunden einen blinden Versuch) 

5 100 9 47,4 com H (0°, 760 mm) 

5 100 4 47,4 , H (0°, 760 » ) 

5 100 | 5 57,3 » H (0° 760 » ) 

10 250 | 5 48,6 » H (0°, 760 » ) 

10 250 10 496 » H (0°, 760 » ) 

10 250 81/, 55,4 » H (0% 760 » ) 

10 250 | 41/, 55,4 » H (0°, 760 » ) 

10 250 41), 55,7 » H (0°, 760 » ) 














Mittel: 52,1 com H (0°, 760 mm) gef. 
57,3 » H (0°, 760 » ) ber. 
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Die Versuche lehren sonach in durchaus eindeu- 
tiger Weise, daB auch unter den giinstigsten Versuchs- 
bedingungen die katalytische Wasserstoffaddition an 
das Cholesterin unter keinen Umstainden iiber die 
Stufe des Dihydrocholesterins hinausgeht, daB die Re- 
aktion vielmehr, sobald das Cholesterin zwei Wasser- 
stoffatome an seiner Vinylgruppe aufgenommen hat, 
zum Stillstand gelangt. 


d) Beschaffenheit des Reduktionsproduktes. 

Zur naheren Charakterisierung des durch maximale kata- 
lytische Wasserstoffanlagerung aus Cholesterin erhaltenen Re- 
duktionsproduktes wurde dieses aus der Eisessiglésung mit Wasser 
gefallt, im Vakuum getrocknet, aus Alkohol, sodann aus Ather 
umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt betrug 138 bis 139° korr. 
und stieg nach weiterem Umkrystallisieren aus Petrolather auf 
141,5° korr., ohne bei nochmaligem Umkrystallisieren aus Petrol- 
ather eine weitere Anderung zu zeigen. Er erwies sich nun- 
mehr mit dem Schmelzpunkte des Dihydrocholesterins 
(141,5 bis 142° korr.) iibereinstimmend. Das schneeweiBe Pra- 
parat bestand durchweg aus sch6n ausgebildeten prismatischen 
Nadeln, denen stellenweise in Auflésung zu Nadeln befindliche 
Tafeln beigemengt waren. 

Ein anderes einmal aus Alkohol, zweimal aus Petrolither 
und zweimal aus Ather umkrystallisiertes Praparat (Schmelz- 
punkt 141 bis 142° korr.) krystallisierte beim langsamen Ein- 
dunsten aus diesem letzteren in schénen, mehrere Zentimeter 
langen, zu Biischeln angeordneten prismatischen Nadeln. 

Farbenreaktionen des Dihydrocholesterins. An die- 
sen Préiparaten, an deren chemischer Einheitlichkeit zu zweifeln 
wir nicht die mindeste Veranlassung hatten, machten wir nun 
eine Beobachtung, die uns fiir die Deutung der Farben- 
reaktionen des Cholesterins nicht unwesentlich zu sein 
scheint. 

Es wird angegeben, daB das Dihydrocholesterin, das an 
Stelle der Vinylgruppe eine Athylgruppe enthilt, die charak- 
teristischen Farbenreaktionen des Cholesterins nicht mehr lie- 
fert?). Es steht dies in Ubereinstimmung mit der Meinung von 








1) Willstatter und Mayer, l.c. S. 2202. 
Biochemische Zeitschrift Band 69. OR 
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J. Mauthner, der sich (auf Grund von Beobachtungen an 
Cholestank6érpern) in bezug auf die Farbenreaktion nach Lieber- 
mann-Burchhardt sowie die Chloroform-Schwefelsdurereak- 
tion von Salkowski dahin duBert, daB ,zweifellos zu deren 
Zustandekommen die Gegenwart einer doppelten Bindung 
notwendig sei“). 

Als wir nun bei unseren Versuchen katalytischer Wasserstoffanlage- 
rung an das Cholesterin immer wieder fanden, daB unsere Reaktions- 
produkte eine wenn auch nur schwache, so doch immerhin deutliche 
Liebermann-Burchhardtsche Reaktion gaben, deuteten wir dies 
zunachst in dem Sinne, da8B dem Dihydrocholesterin ein Rest von un- 
reduziert gebliebenem Cholesterin beigemengt sei. Es hat sich aber spiter 
herausgestellt, daB auch unsere reinsten, von Beimengungen sicherlich 
freien Dibydrocholesterinpriparate das gleiche Verhalten zeigten. ls 
kommt bei dieser Reaktion auBerordentlich auf das Mengenverhiltnis 
der angewandten Reagenzien an: ist dasselbe kein giinstiges, so fallt die 
Reaktion beim Dihydrocholesterin allerdings negativ aus. Anders da- 
gegen, wenn man eine optimale Relation wahlt. 

Wir haben wiederholt die Intensitaét der Reaktion beim Cholesterin 
und Dihydrocholesterin colorimetrisch miteinander verglichen 
Zu diesem Zwecke wurden 0,05 g Cholesterin in 100 ccm Chloroform ge- 
lést und 10 ccm dieser Lésung mit 2 ccm Essigsdéure-Anhydrid *) und 
10 Tropfen konzentrierter Schwefelsdure versetzt. Es trat erst eine blaue, 
dann aber eine tief smaragdgriine Firbung ein. Beim Parallelversuche 
mit Dihydrocholesterin machte sich nach einiger Zeit eine hellgriine 
Farbung bemerkbar, die etwa 8 bis 9mal schwiacher war als beim Test- 
objekte. 

Auf ein ahnliches Verhalten werden wir noch spiter bei Erérterung 
des Cholestans zu sprechen kommen. 

Es ergibt sich daraus die Tatsache, daB die Liebermann- 
Burchhardtsche Reaktion ihrem Wesen nach nicht auf 
der Existenz der Vinylgruppe begriindet sein kann, 
wenngleich das Vorhandensein einer solchen zweifellos 
ihren Eintritt hochgradig begiinstigt. 

Spezifische Drehung des Cholesterins. Wir haben noch eine 
die spezifische Drehung des Dihydrocholesterins betreffende Literatur- 
angabe zu berichtigen. Dieselbe erscheint mit [«]?? = -+ 28,8° (4g in 


1) J. Mauthner, Neue Beitrage zur Kenntnis des Cholesterins 
(IV. Mitteilung). Sitzungsber. d. Wiener Akad. 118, Abt. II, 428, 1909. 

*) Es ist dabei ein gewéhnliches kaufliches Praiparat von Essig- 
siure-Anhydrid, nicht aber das reinste Kahlbaumsche Praparat zu 
verwenden. Vgl. Czyhlarz, Fuchs und Firth, diese Zeitschr. 49, 
125, 1915. 
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100 ccm Ather) verzeichnet'). Wir fanden dagegen mit Hilfe eines Polari- 
sationsapparates mit 3teiligem Gesichtsfelde von Schmidt und Haensch 
bei Untersuchung atherischer Lésungen von Dihydrocholesterin im 2-dem- 
Rohre: 
1. Priparat aus Alkohol und 
Ather umkrystallisiert . . (4°/, ather. Lésung): [a], = -+ 23,75° 
2. Dasselbe Priparat, noch 
3mal aus Petrolither um- 
krystallisiert ...... (4°/, ather. Lésung): [a], = -+ 22,37° 
3. Ein anderes Praparat, ein- 
mal aus Ather, 2mal aus 
Petrolather, 2mal aus Ather 
umkrystallisiert . . . . . (2°/o ather. Lésung): [«]!§— + 24,75° 
4. Dasselbe Praparat, noch 
einmal aus Ather umkry- 


phalliniegt, ow ose es (2°/, ather. Lésung): [«]!7== -+- 23,00° 


Mittel: [a], = + 23,46° 

Da das Dihydrocholesterin ungefabr ebenso stark nach rechts dreht, 

wie das Cholesterin nach links, ist diese optische Konstante fiir die 

Unterscheidung dieser beiden Verbindungen um so wesentlicher, als deren 

Analysenzahlen und Schmelzpunkte voneinander nur wenig verschie- 
den sind. 





B. Reduktion von Cholesten zu Cholestan. 

Wir haben nun weiterhin die katalytische Wasserstoff- 
anlagerung an das Cholesten und die Uberfiihrung desselben 
in Cholestan, dessen wir fiir unsere weiteren Untersuchungen 
bedurften, genauer studiert. Wir gingen dabei vom Chole- 
sterylchlorid aus und schlugen den von Julius Mauthner?) 
angegebenen Weg ein: 

O,H,,—C,,Hyy—CH:CH, C,H,,—C,,H,,—CH:CH, C,H,,—C,,Hyy—CH, CH, 
cht, tH, —» ch, OH, —> oft, ‘CH, 
" - Na im 3 katalytische 


\ 7 ‘\ 4 
CHC) Amylalkohol CH, H-Anlagerung CHa 
Cholesterylchlorid Cholesten Cholestan 


a) Darstellung von Cholesterylchlorid. 
Das Cholesterylchlorid wurde nach Diels und Abder- 
halden*) durch Einwirkung von Thionylchlorid auf Cholesterin 
gewonnen: 


1) Willstatter und Mayer, Ber.d. Deutsch. chem. Ges. 41,2199, 1908. 

*) J.Mauthner, |. c. Sitzungsber. d. Wiener Akad. 118, 2. Abt., 
424, 1909. 

5) Diels und Abderhalden, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, ITI, 
3102, 1904. 


9R* 
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Das Cholesterin wurde portionenweise mit dem gleichen Gewichte 
von Thionylehlorid versetzt und nach der unter Aufschéaumen erfolgten 
Lésung noch die gleiche Menge von Thionylchlorid zugefiigt. Der Uber- 


- schu8 des Reagens wurde durch Vakuumdestillation bei niederer Tem- 


peratur entfernt, der krystallinisch erstarrende Riickstand zweimal aus 
Ather und einmal aus Chloroform unter Alkoholzusatz, sodann noch 
einige Male aus reinem Ather umkrystallisiert. 

Das schneeweiBe Priparat, aus prismatischen Nadeln und Geschie- 
ben bestehend, gab bei langsamem Erhitzen einen Schmelzp. 94 bis 96° 
(statt 97°). 

Die Analyse ergab: 0,1313 g Subst.; 0,3828 g CO,; 0,1314 g H,O 

0,1522g » 0,488 g AgCl 
gefunden: 79,51°/,C berechnet: 80,10°/, C 


11,12°/, H 11,13°/, H 
7,949), Cl 8,779), Cl 
100,00 


b) Darstellung von Cholesten. 

Das Cholesterylchlorid wurde nach dem Vorgange von 
J. Mauthner und Suida’) durch Reduktion mit Natrium in 
amylalkoholischer Lésung in Cholesten iibergefiihrt. 

Bei einem derartigen Versuche wurden 45 g Cholesterylchlorid mit 
900 ccm Amylalkohol am RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt und 45 g 
Natrium in kleinen Stiicken im Verlaufe von 3 Stunden durch das Kiihl- 
rohr hindurch in die siedende Fliissigkeit eingeworfen. Sodann wurde 
der Amylalkohol im Vakuum aus siedendem Wasserbade abdestilliert, 
der Glige Riickstand wiederholt mit Wasser ausgeschiittelt und wieder 
am Wasserbade im Vakuum eingedunstet, schlieBlich wiederholt aus 
Ather unter Alkoholzusatz mit reichlicher Mutterlauge umkrystallisiert. 

Um uns die Uberzeugung zu verschaffen, da8 sicherlich kein Rest 
unreduzierten Cholesterylchlorids unseren Priparaten beigemengt sei, 
wurden Proben derselben in Amylalkohol gelést, neuerdings unter Zusatz 
von metallischem Natrium gekocht, sodann mit Wasser ausgeschiittelt : 
dasselbe gab auf Silbernitratzusatz keine Spur einer Triibung; es war 
daher keine weitere Chlorabspaltung mehr erfolgt. 

Die so in sehr befriedigender Ausbeute (bei einem Versuche 38 g 
Cholesten aus 45 g Cholesterylchlorid, bei einem anderen 55 g Cho- 
lesten aus 65 g Cholesterylchlorid) gewonnene Substanz erwies sich 
aus schénen, scheinbar tetraedrischen und oktaedrischen Formen, die 
jedoch schiefe Achsen besaBen und doppelbrechend waren, bestehend. 
Der Schmelzpunkt wurde bei 88 bis 90° korr. gefunden, die spezifische 
Drehung (in 4°/,iger Chloroformlésung) [«], == — 55,5° (Cholesten nach 


D 
Mauthner und Suida: Schmelzp. 89 bis 90°, [«],, = — 56,29°). 





1) J. Mauthner und W. Suida, Beitrige zur Kenntnis des Cho- 
lesterins (I. Abhandlung). Sitzungsber. d. Wiener Akad. 103, Abt. IX, 
Janner 1894. 
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c) Reduktion von Cholesten zu Cholestan. 

Die katalytische Wasserstoffanlagerung an das Cholesten 
ist seinerzeit von J. Mauthner') durch langdauerndes Ein- 
leiten von Wasserstoff in eine atherische Cholestenlésung bei 
Gegenwart von Platinmohr durchgefiihrt worden. 

Wir haben diese Anlagerung bei quantitativer Beobach- 
tung des Wasserstoffverbrauchs in Eisessiglésung im Schiittel- 
kolben unter denselben Versuchsmodalititen durchgefiihrt, die 
oben bei Uberfiihrung des Cholesterins in Dihydrocholesterin 
geschildert worden sind. 

Wir geben auch hier nur einen unserer Versuche in seinen 
Einzelheiten, die anderen jedoch summarisch wieder. 

5 g Cholesten in 250 ccm Eisessig bei Gegenwart von Platinmohr 
geschittelt (bei 19° und 746 mm). 

Von 12°07’ bis 12°10’, also im Verlaufe 

von 3 Min., Wasserstoffverbrauch 51 ccm, i.e. 17,0 ccm pro Minute, 
von 12°10 bis 12838’, also im Verlaufe 

von 28 Min., Wasserstoffverbrauch 115 » » 41» » - 
von 12" 88’ bis 4° 26’, also im Verlaufe 

von 228 Min., Wasserstoffverbrauch 165 » a a a . 
von 4° 26’ bis 5"07’, also im Verlaufe 

von 41 Min., Wasserstoffverbrauch 3 » » 0,07» >» ” 

334 cem 

Der Versuch wurde nun unterbrochen, das auskrystallisierte Re- 
aktionsprodukt durch Erwirmen des Schiittelkolbens gelést und der 
Apparat nach Erkalten neuerlich mit Wasserstoff gefiillt und neuerlich 
geschittelt : 

Von 5*42’ bis 6°03’, also im Verlaufe 

von 21 Min., Wasserstoffverbrauch 30 ccm, i. e. 1,5 cem pro Minute, 

von 6°03’ bis 6°30’, also im Verlaufe 


von 27 Min., Wasserstoffverbrauch 15 >» n 05 » » * 
beim Stehen tiber Nacht Wasserstoff- 

NN ii es ee: 10 » 

Am nachsten Morgen wiederum 
geschiittelt: 
von 815’ bis 9°30’, also im Verlaufe 

von 75 Min., Wasserstoffverbrauch 0 » i> SR “ 


Kein weiterer Wasserstoffverbrauch mehr. 
Im ganzen waren also verbraucht worden: 334 -+- 55 == 389 ccm H 
(19°, 746 mm) = 357 com H (0°, 760 mm). 





1) J. Mauthner, |. c. Sitzungsber. d. Wiener Akad. 118, 2. Abt., 
S. 420 u. 426, 1909. 
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Die Korrektur durch einen blinden Parallelversuch ergab: 61 com H 
(0°, 760 mm). Sonach betrug der Wasserstoffverbrauch fiir 5 g Chole- 
sten 357 — 61 = 296 ccm H (0°, 760 mm), i. e. 
59,2 ccm H (0°, 760 mm) fiir 1 g Cholesten. 
Die theoretisch berechnete Wasserstoffaufnahme bei Addition von 
2 Wasserstoffatomen an ein Molekiil Cholesten ergibt sich mit 
60,0 ccm H (0°, 760 mm) fir 1 g Cholesten. 
Wir lassen die Resultate unserer weiteren Versuche der gleichen 
Art in summarischer Darstellung folgen. 








Wasserstoffverbrauch fiir lg 














F neon Men ee des | Dauer der | Cholesten (unter Beriicksich- 
Ss menge Biscesige Schiittelung| tigung der Korrektur durch 
= g cem Std. | einen blinden Versuch) 
= SS es os Oo —_————————————— 
I 5 250 7 59,2 cem H (0°, 760 mm 
II 10 250 Rg | 56,8 » , (0° 760 » ) 
II 10 250 10‘), | 51,4 » » (0° 760 » ) 
III 10 250 91/, 56,0 » » (0° 760 » ) 
Ill 10 250 15 56,3 » » (0°, 760 » ) 
{Il 10 250 16 59,0 » » (0° 760 » 
Mittel gefunden: 56,4 cem H (0°, 760 mm) 
berechnet: 60,0 » » (0° 760 =» ) 


Es ergibt sich hier sonach mit derselben Ein- 
deutigkeit wie beim Ubergange des Cholesterins in 
Dihydrocholesterin, da&B man auch bei Einhaltung 
sehr giinstiger Versuchsbedingungen nicht imstande 
ist, eine weitergehende katalytische Wasserstoffan- 
lagerung zu erzielen, als dem Ubergange der Viny]- 
gruppe in eine Athylgruppe entspricht. 


d) Beschaffenheit des Reduktionsproduktes. 


Zum Zwecke der Isolierung des auf katalytischem Wege 
erhaltenen Reduktionsproduktes wurde eine vom Platinmohr 
abfiltrierte Eisessiglésung in Wasser eingetropft. Die zunachst 
schwer filtrierbare Fallung wurde nach Zusatz gesattigter Koch- 
salzlésung und Stehen iiber Nacht kornig und leicht filtrierbar; 
dieselbe wurde chlorfrei gewaschen und 3mal aus Ather um- 
krystallisiert. Die aus Chloroform in schénen Rosetten kry- 
stallisierende Substanz erwies sich unfahig, Brom zu addieren, 
schmolz bei 80,5° korr. und gab (in 2°/,iger Chloroformlésung 
im 2-dem-Rohre untersucht) eine spezifische Drehung [a],, = 
-++ 23,5°/,. Die Substanz erwies sich sonach mit dem Chole- 
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stan Mauthners’) (Schmelzp. 80°, [a], in 3°/,iger Chloro- 
formlésung -++- 24,2 bis 24,6°) iibereinstimmend. 

Wir haben nun weiterhin das bei obigen Versuchen maximaler 
Reduktion von Cholesten (durch Anlagerung von Wasserstoff in Eisessig- 
lésung bei Gegenwart von Platinmohr und Fillung mit Wasser) erhaltene 
groBere Quantum von Roh-Cholestan durch sukzessives 5 maliges Um- 
krystallisieren aus heiBem Alkohol, Ather, Ather-Alkohol, wiederum aus 
Ather, endlich aus Essigither sehr sorgfiltig gereinigt. Das so erhaltene 
Praparat zeigte jedoch nunmelir einen wesentlich niedrigeren Schmelzpunkt 
(74° korr.) und auch eine geringere spezifische Drehung [«] a -+- 21,09° 
(3°/,ige Chloroformlésung). 

Weiteres 2 maliges Umkrystallisieren aus Ather-Alkohol hatte keine 
wesentliche Verinderung dieser physikalischen Konstanten zur Folge: 
(Schmelzp. 74° korr., [a] 18° — + 21,79), 

5 g dieses Priparates, das sich, nebenbei bemerkt, unfahig er- 
wies, Brom zu addieren, wurde nun, in 250 ccm Eisessig gelést, einer 
abermaligen katalytischen Reduktionsprozedur mit hochwirk- 
samem Platinschwarz unterworfen. Doch erfolgte auch bei mebrstiin- 
digem Schiitteln absolut keine weitere Wasserstoffanlagerung. 

Das Produkt wurde nunmehr wieder durch Wasserfallung aus dem 
Kisessig abgetrennt und dann durch fraktionierte Krystallisation 
aus Alkohol-Ather in eine in Alkohol leichter lésliche Fraktion (A) und 
in eine in Alkohol schwerer lésliche Fraktion (B) zerlegt. Beide Frak- 
tionen krystallisierten in schénen Tafelchen und gaben einen Schmelz- 
punkt 74 bis 80° (der von der Festigkeit mit der die Probe im Schmeiz- 
punktréhrchen eingestopft war, bis zu einem gewissen Grade abhangig 
schien). Die spezifische Drehung (3°/,ige Chloroformlésung im 2-dem- 
Rohre beobachtet) wurde fiir Fraktion A mit [a]?’—-+ 21,3°, fiir 
Fraktion B mit [a[ 24° — 23,0° gefunden. 

Sollte unser Cholestan nicht vielleicht ein Gemenge 
zweier isomerer Cholestane gewesen sein? Wir méchten 
hier darauf hinweisen, daB, wie Windaus und Uibrig?®) kiirz- 
lich mitgeteilt haben, das #-Cholestanol (= Dihydrochole- 
sterin) beim Kochen mit Natriumamylat in Amylalkohol teil- 
weise in das isomere, durch die raiumliche Stellung des Hydr- 
oxyls unterschiedene ¢-Cholestanol iibergeht, wobei sich 
ein Gleichgewicht zwischen den beiden Isomeren einstellt. 
Ware es nicht denkbar, daB sich ahnliche Verhiltnisse auch 
bei der Reduktion des Cholesterylchlorids zu Cholesten mit 


Natrium und Amylalkohol geltend machen kénnten? Ein Ein- 


1) J. Mauthner, Sitzungsber. d. Wiener Akad. 118, 420, 1909. 
®) A. Windaus und Uibrig, Uber £-Cholestanol. Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 47, 2384, Juli 1914. 
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gehen auf diese Frage lag auBerhalb des Rahmens dieser Ab- 
handlung. 

Die Analyse bzw. Mikroanalyse (nach Pregl) des 5mal umkry- 
stallisierten Praéparates wurde im Laboratorium von H. Weil in Minchen 
ausgefiihrt: 

a) Gewohnliche Verbrennung: 

0,1400 g Subst.; 0,4420 g CO,; 0,1633 g H,O 
86,149, C 12,989, H; 
b) Mikroanalyse: 
21,51 mg Subst.; 68,34 mg CO,; 24,01 mg H,O 
86,66°/, C 12,419), H. 
Gefunden: C 86,14°/, 86,66°/, 
H 12,939, 12,41). 
Berechnet nach Windaus'): 87,019, 
CyH,, 12,99, 
100,00°/, 

(Biochem. Handlexikon 3, 281, 1911.) 

Farbenreaktionen des Cholestans. SchlieBlich noch 
eine Bemerkung iiber die Farbenreaktionen des Cholestans. 

Mauthner’) gibt an, dab, wenn man die Cholestol- 
reaktion in der Weise ausfiihrt, daB man die Substanz in 
Chloroform lést und 10 Tropfen Essigséureanhydrid sowie 
1 bis 2 Tropfen konzentrierte Schwefelsiure hinzufiigt, dieselbe 
beim Cholestan ein vollig negatives Resultat gibt. 

Wir kénnen diese Beobachtung vollkommen bestatigen, 
méchten aber hinzufiigen, daB die hier gewahlite Relation der 
angewandten Reagenzien keineswegs eine optimale ist. Wahlt 
man die Relation aber derart, daB 10 ccm einer 0,05°/,igen 
Cholestanlésung mit nur 2 Tropfen Essigséureanhydrids, da- 
gegen mit 10 Tropfen konzentrierter Schwefelsiure versetzt 
werden, so tritt im Verlaufe einiger Minuten eine sehr deut- 
liche blaBgriine Farbung ein, die, wie der colorimetrische Ver- 
gleich lehrt, allerdings etwa 15 bis 20mal schwacher ist als 
die analoge Cholesterinreaktion. 

Immerhin lehrt diese Beobachtung, ebenso wie 
die analoge beim Dihydrocholesterin, daB die Lieber- 


1) J. Mauthner (Sitzungsber. d. Wiener Akad. 118, 421, 1909, be- 
rechnet fiir C,,H,,: C 87,48°, 
H 12,529), 
100,00°/,. 
*) Mauthner, 1. c. 8. 420. 
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mann-Burchhardtsche Reaktion keinesfalls die Intakt- 
heit der Vinylgruppe zur Voraussetzung hat. 


Wir haben schlieBlich festgestellt, wie sich das Cholestan gegeniiber 


den von Tschugajeff') angegebenen Cholesterinreaktionen 
verhalt. 

Beim Zusammenschmelzen von Trichloressigsaure mit Cholestan 
erhielten wir eine gelbgriinlich fluorescierende Schmelze, wahrend eine 
Parallelprobe mit Cholesterin eine rosenrote Farbung gab. 

Beim Erwarmen von etwas Cholestan mit Benzoylchlorid bei 
Gegenwart von Chlorzink trat Braunfirbung auf; bei weiterem Zusatze 
von Eisessig: Gelbfarbung. Die Parallelprobe mit Cholesterin gab eine 
dunkelrote Farbung, und bei LEisessigzusatz einen Farbenumschlag in 
Violett. 

Beim Erwarmen von Cholestan mit Acetylchlorid bei Gegenwart 
von Chlorzink bemerkten wir eine gelbe Firbung mit einem Stich ins 
Rotliche, wogegen das Cholesterin schon in minimaler Menge eine inten- 
sive Rotfirbung gab. 


Ill. Halogenanlagerung. 

Bromaddition an Cholesterin und Dihydrocholesterin. 

a) Zum Zwecke der Feststellung des AusmaBes der Brom- 
addition nach dem Verfahren von Parker Mc Ilhiney®) wurde 
eine abgewogene Menge von Cholesterin oder Dihydrocholesterin 
in Tetrachlorkohlenstoff gelést und in einer mit einem einge- 
schliffenen Hahnrohre versehenen Flasche mit einem Uberschusse 
einer Bromlésung in Tetrachlorkohlenstoff, deren Titer durch 
Thiosulfattitration nach Jodkalizusatz festgestellt worden war, 
unter zeitweisem Umschiitteln stehen gelassen. Nach einer ge- 
wissen Zeit wurde die Menge des noch in Freiheit befindlichen 
Broms unter Einhaltung der durch das Verfahren vorgeschrie- 
benen Kautelen mit Jodkalilosung, Thiosulfat und Starkekleister 
zuricktitriert. 

Es stellte sich jedoch heraus, daB bei Versuchen dieser 
Art sich in der Reaktionsfliissigkeit stets etwas Bromwasser- 
stoffsiure findet, deren Brom naturgeméB, ebenso wie das in 
organische Bindungen aufgenommene Brom, der direkten Titra- 
tion entgeht. Dagegen kommt dieses Brom nach weiterem 
Zusatz von Kaliumjodatlésung zum Vorscheine und wird der 


1) M. L. Tschugajeff, |Uber einige Reaktionen des Cholesterins. 
Russ. Arch. f. Pathol. 9, 289; zit. nach Jahresber. f. Tierchem. 30, 62, 1900. 

*) Hans Meyer, Analyse und Konstitutionsermittlung organischer 
Verbindungen, 2. Aufl., S. 950, 1909. 
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Thiosulfattitration zuginglich. Dabei hat man zu_beachten, 
daS (nach der Gleichung 5 HBr + HJO, = 5 Br +-J +- 3 H,0) 
nur °/, der titrimetrisch ermittelten Menge als HBr in Rech- 
nung zu setzen ist. 


1. 1,0148 g Cholesterin in 10 com CCl, gelést; dazu 30 com 
Bromlésung in CCl, mit einem Bromgehalte entsprechend 89,1 ccm */,9-Br. 
Nach 15stiind. Stehen bei Zimmertemperatur zuriicktitriert: 24,5 cem Br. 
Daher sind 89,1 — 24,5 = 65,6 ccm */,,-Br aus der Reaktionsfliissigkeit 
verschwunden; davon kommen nach Zusatz von KJO, noch 6,0 ccm 
"/,o°-Br zum Vorschein. Die effektive Bromaddition betrug sonach 
65,6 — 6,0 = 59,6 cem ®/,5-Br, i. e. 

fiir 1 g Cholesterin 58,7 ccm 2/,,-Br gefunden, statt 
» I>» . 51,8 » * berechnet (fiir 
Aufnahme von Br, pro Molekiil). 

2. 1,0007 g Cholesterin in 10 ccm CCl,, dazu 30 ccm Bromlésung 
mit einem Gehalt von 86,1 ccm 3/,.-Br. Nach Stehen iiber Nacht waren 
noch 26,3 cem "/,,-Br bei direkter Titration, und weitere 6,0 com °/,)-Br 
nach Zusatz von KJO, nachweisbar, im ganzen also 32,3 com %/,,-Br. 
Also addiert: 86,1 — 32,3 = 53,8 cem ®/,,-Br, i. e. 

fiir 1 g Cholesterin 53,8 cem ®/,,-Br gefunden, statt 
»n In * 51,8 » ~ berechnet. 

3. 0,5084 g Dihydrocholesterin (reines, 2mal auf katalytischem 
Wege mit Platinmohr und Wasserstoff reduziertes Praparat) in 10 ccm 
CCl, gelést; dazu 20 ccm Bromlésung in CCl, mit einem Gehalte von 
56,8 ccm */,)-Br. Nach Stehen tiber Nacht waren noch 29,9 ccm ®/,,-Br 
direkt und 3,6 cem ®/,.-Br nach weiterem Zusatz von KJO, nachweisbar, 
im ganzen also 29,9 + 3,6 = 33,5 ccm ®/,,-Br. Die Bromaddition betrug 
sonach 56,8 — 33,5 = 23,3 ccm "/,.-Br, i. e. 

fiir 1 g Dihydrocholesterin 45,9 ccm °/,,.-Br. 

4. 0,5058 g Dihydrocholesterin in 10 ccm CCl, gelést; dazu 
20 com Bromlésung in CCl, mit einem Gehalte von 58,0 ccm ®/,)-Br. 
Am nachsten Tag fanden sich nach Zusatz von 30 cem KJ 10°/, direkt 
28,3 ccm °/,,-Br, und nach weiterem Zusatze von 5 com KJO, 2°/, noch 
4,4 com ®/,,-Br, im ganzen also 28,3 +- 4,4 = 82,7 ccm "/,,-Br. Die Brom- 
addition betrug sonach 58,0 — 32,7 = 25,3 cem ®/,9-Br, i. e. 

fiir 1 g Dihydrocholesterin 50,0 ccm 2/,,.-Br. 

5. 0,5022 g Dihydrocholesterin (1mal aus Alkohol, 2mal aus 
Petrolither, 2mal aus Ather umkrystallisiertes Praparat, in mehrere 
Zentimeter langen und zu Biischeln angeordneten Nadeln krystallisierend, 
Schmelzp. 141 bis 142° korr.). 

Praparat in 65 cem CCl, gelést; dazu 20 com Bromlésung mit einem 
Gehalte entsprechend 75,4 ccm "/,,-Br. Nach 24stiindigem Stehen fanden 
sich direkt 49,0, und nach weiterem KJO,-Zusatz noch 3,8 ccm °/,,-Br, 
im ganzen also 52,8 ccm %/,,-Br. Die Bromaddition betrug sonach 
75,4 — 52,8 = 22,6 ccm %/,)-Br, i. e. 

fiir 1 g Dihydrocholesterin 45,0 com ®/,.-Br. 
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6. 0,5015 g Dihydrocholesterin in 15 ccm CCl, gelést; dazu 
20 ccm Bromlésung in CCl, mit einem Gehalte von 79,0 ccm ®/,9-Br. 
Nach 15stiindigem Stehen im Dunkeln fanden sich noch 48,9 com ®/,)-Br 
direkt und 5,1 ccm "/,)-Br nach Zusatz von KJO,, im ganzen also 
54,0 cem ®/,)-Br. Die Bromaddition betrug sonach 79,0 — 54,0 = 25,0 cem 
®/,9-Br, i. e. 

fiir 1 g Dihydrocholesterin 49,9 oom ®/,,-Br. 

b) Es ergibt sich aus diesen Versuchen die ganz uner- 
wartete Tatsache, daB das Dihydrocholesterin noch be- 
fahigt ist, Brom in sich aufzunehmen, und zwar in 
annahernd demselben AusmaBe wie das Cholesterin. Ich 
habe bereits oben erwahnt, daB Windaus und Hauth das 
Bromaufnahmevermégen des Dihydrophytosterins bemerkt 
und in bezug auf diese Eigenschaft einen Gegensatz zwischen 
Cholesterin und Phytosterin vermutet haben. Es macht den 
Eindruck, als ob etwa durch Umwandlung der Vinylgruppe 
des Cholesterins in eine Athylgruppe eine bis dahin maskierte 
zweite doppelte Bindung erst gewissermaBen ,,aktiviert“ wiirde. 
Da8 das Bromadditionsvermégen des Dihydrocholesterins beim 
qualitativen Versuche iibersehen wurde, findet in dem Umstande 
seine natiirliche Erklarung, daB die Bromaufnahme beim 
Dihydrocholesterin sich nur auBerordentlich langsam 
vollzieht. 

In welchem AusmaB dies der Fall ist, ergibt sich aus 
nachfolgendem Versuche, bei dem das Bromadditionsvermogen 
des Cholesterins mit demjenigen des Dihydrocholesterins ver- 
glichen wurde. 

1 g Cholesterin wurde in 30 ccm CCl, gelést. Aus einer Biirette 
wurde eine Bromlésung, deren Gehalt im Kubikzentimeter 0,79 ccm 


2/,9-Br betrug, portionenweise zuflieBen gelassen. (Zur Absittigung von 


1 g Cholesterin waren demnach berechnungsgemaB ae 65,5 com dieser 
Bromlosung erforderlich.) Es ergab sich nun, daB 60 ccm der Bromldésung, 
die portionenweise im Laufe von 11 Minuten zugesetzt worden waren, 
fast momentan entfirbt wurden; bei Mehrzusatz von 5 ccm blieb ein 
gelblicher Stich bestehen; bei Zusatz von weiteren 5 ccm trat eine dunkel- 
gelbe, vom Bromiiberschusse herriihrende Fiarbung auf, die tagelang er- 
halten blieb. 

Anders dagegen beim Parallelversuche mit Dihydrocholesterin: Schon 
die ersten zugesetzen 5 ccm der Bromlésung brauchten ca. 20 Minuten 
bis zur vélligen Entfirbung; weitere 10 ccm waren erst nach ca. 3 Stunden 
groBtenteils verbraucht; es wurden dann noch 20 ccm hinzugefiigt: Der 
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groBte Teil des Broms war zwar am nachsten Tage verbraucht, doch 
erschien die Fliissigkeit noch nach 3 Tagen hellgelb. 


Offenbar spielen Massenwirkungen hier eine Rolle, der- 
art, daB die Bromaufnahme auch von der relativen Menge des 
noch vorhandenen Bromiiberschusses abhangt. 


Wir haben einen weiteren Versuch in der Art ausgefiihrt, daB wir 
2 g Dihydrocholesterin in 60 cem CCl, lésten, dazu 60 ccm einer Brom- 
lésung mit einem Gehalte von 38,6 ccm "/,,-Br in 10 cem. Von diesem 


Gemenge, das also urspriinglich sa = 19,3 cem®/,)-Br in 10 ccm enthielt, 


wurden von Zeit zu Zeit Proben zu je 10 ccm entnommen und auf ihren 
Bromgehalt gepriift. Die theoretisch berechnete Bromaufnahme fiir 2 g 
Dibydrocholesterin bei Addition von 2H pro Molekiil berechnet sich 
mit 2 >< 50,9 = 101,8 ccm "/,.-Br fiir die Gesamtmenge der Fliissigkeit 
(120 com). Fir eine Probe von 10 cem demnach: li = 8,5 com Br. 
Nun fand sich in den zu verschiedenen Zeitrdumen entnommenen 
Proben zu je 10 ccm: 
. i. e.°/) der fiir Ad- 
Abnahme dition von 2H be- 
an Br rechneten Menge 
(8,5 cem */,)-Br) 

cem Br cem®/,.-Br "lo 


Vor Beginn des Versuches: 19,3 0 0 

Sogleich nach Ansatz des 
Versuches:. . .... 17,8 1,5 17 

Nach *7/, Stunde. . . . 16,3 3,0 35 
; Whew .... oe 5,3 62 
» 22 ” + Ghw ee 8,7 102 
» 48 . ee ee ee 142) Dem Steen Oe 
n 72 ” ee 13,9 163 } chen groBe Men- 
n 6><24n .... 20 17,8 203 | | a 


Dieser Versuch gewahrt in den zeitlichen Ablauf der Brom- 
addition klaren Einblick, lehrt jedoch gleichzeitig, daB bei sehr 
langer Dauer des Versuches die Bromeinwirkung noch weiter 
geht, und zwar in dem Sinne, da8 offenbar weiterhin sich nicht 


R.CH R—CH—Br 
eine einfache Bromaddition ( | + Br, = | ), 
R.CH R—CH—Br, 


vielmehr eine Substitution (R.CH+ Br, = R.CBr-+ HBr) 
vollzieht, die am Freiwerden von Bromwasserstoffsiure kennt- 
lich ist. 

In welchem Ausmafe dies der Fall ist, ist aus nachstehen- 
den Versuchen ersichtlich, bei denen Dihydrocholesterin der 
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langdauernden Einwirkung uberschiissigen Broms aus- 
gesetzt wurde. 

















’ om J Dazu |Miteinem| Ti- | Es fanden sich inder| Bromver- 
Dibydro- | OCI | Brom. |Gebalte v triert | Reaktionsfliissigkeit] brauch f. 
chole- |! ‘/lésung| "/,>Br | mach |  dirext ing tg = 1g Di- 
sterin | T 62 ie hydrochl. 
com | ccm ccm agen icem' 19° Bricm 10" Br om"/,,-Br 
0.5019 | 15 | 20 | 77,0 4 19 il 93,6 
0,5020 20 | 20! 77,6 8 14,9 20,7 84,0 
0,4995 | 20 40 223.6 g 139,4 39,9 88,6 

















Es entspricht dies offenbar der Beobachtung H.Schrétters’), 
der bei Einwirkung von iberschiissigem Brom auf Cholesterin 
unter Abspaltung von Wasserstoff amorphe und mangelhaft 
charakterisierte Polysubstitutionsprodukte, angeblich von 
der Zusammensetzung C,,H,,Br,0, C,,C,,Br,0, C,,H,,Br,O er- 
halten hatte. Es ist einleuchtend, daB wir von dieser Seite 
fiir das uns interessierende Problem keine Foérderung zu er- 
warten hatten. 

c) Wir haben uns nun weiterhin bemiiht, jenes Produkt, 
das bei der Bromadddition an Dihydrocholesterin, 
bei normalen (24 Stunden nicht iibersteigender) Versuchsdauer 
titrimetrisch mit solcher RegelmaBigkeit in Erscheinung ge- 
treten war, chemisch zu isolieren. 


wie sie 


Zu diesem Zwecke wurden 5 g reinen Dihydrocholesterins mit 
150 ccm ca.*/,-Bromlésung in CCl, 1 Tag stehen gelassen. Sodann wurden 
das iiberschiissige Brom und der Tetrachlorkohlenstoff abdestilliert und 
der Riickstand 3 mal aus Ather umkrystallisiert. 

Es resultierte eine in weiBen, seidenartig glinzenden Blattchen 
krystallisierende Substanz, Schmelzp. 140 bis 143° korr., die sich zu unserer 
Uberraschung als bromfrei erwies. Die Analyse ergab: 


0,1050 g Subst. ; 0,8213 gCO,;0,1183gH,0 Fiir Dihydrocholesterin C,,H,,O 
gefunden: C 83,43°/, berechnet: C 83,45°/, 


H 12,479, H 12,45), 
O 4,10°, 0 410%, 
100,00°/, 100,009), 


Es unterliegt nicht den mindesten Zweifel, daB die analy- 
sierte Substanz reines und unverindertes Dihydrochole- 
sterin war. Es ergibt sich daraus die Tatsache, daB die sich 


1) H. Schrétter, Uber das Cholesterin. Monatschr. f. Chem. 24, 


220, 1903. 
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langsam vollziehende, aber titrimetrisch vollkommen scharf 
nachweisbare Bromaddition an das Dihydrocholesterin nicht 
etwa der (unter Bildung eines wohldefinierten und schénkrystalli- 
sierten Produktes C,,H,,OBr, erfolgenden) Bromanlagerung an 
die Vinylgruppe des Cholesterins an die Seite gestellt werden 
darf. Es handelt sich vielmehr offenbar nur um eine 
leicht dissoziable Anlagerung physikalisch-chemischer 
Art, nicht aber um die Absattigung einer echten 
doppelten Bindung. 


Addition von Chlorjod an Cholesterin und Dihydrocholesterin. 


d) Wir haben, um unsere Beobachtungen auf eine breitere 
Basis zu stellen, auch das so vielfach brauchbare Chlorjod- 
Additionsverfahren nach Hiibl*) auf das Cholesterin und 
Dihydrocholesterin angewandt. 

1. 0,5011 g Cholesterin wurden in 15 ccm Chloroform gelést, mit 
25 ecm der Hiiblschen Lésung versetzt und nach einem Tag titriert. 
Der Titer von 25 ccm der Jodlésung entsprach 36,9 ccm ®/,,-J. Ein 
blinder Kontrollversuch mit 15 cem Chloroform ergab nur eine Addition 
entsprechend 0,3 ccm /,.-J. Beim Zuricktitrieren ergab sich eine Ad- 
dition von 36,9— 14,8 = 22,1 cem ®/,)-Chlorjod, i. e. 

fiir 1 gCholesterin Addition v.44,2ccm"/,.-Chlorjod gefunden, 
statt » lg . ” r 5187 » »  berechnet. 

2. Parallelversuch mit 0,5042 g Dihydrocholesterin: Der Ver- 
brauch betrug 36,9 — 32,7 = 4,2 ccm /,)-J, i. e. 
fiirl gDihydrocholesterin Addition von 8,3ccm?/,,-Chlorjod gef. 


Also nichts weiter als die Andeutung einer Addition an 
die hypothetische ,,zweite doppelte Bindung“. 


Verhalten des Cholestans. 


e) Wir haben schlieBlich noch das Verhalten unseres 
B-Cholestans in bezug auf die Bromaddition nach dem 
Verfahren von Parker Mc Ilhiney gepriift. 

1. 0,5080 g Cholestan, gelést in 20 ccm CCl,; dazu 20 cem Brom- 
lésung mit einem Gehalte von 74,0 ccm "/,.-Br. Beim Zuriicktitrieren 
nach 24stiindigem Stehen fanden sich direkt 70,3 ccm "/,-Br, bei 
weiterem Zusatze von KJO, noch 1,4 cem "/,.-Br. Der Bromverlust 
betrug demnach nur 74,0 — 71,7 = 2,3 ccm ®/,9-Br. 


1) Hans Meyer, Analyse etc. |. c. 8S. 952. 
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2. 0,5000 g Cholestan, gelést in 10 com CCl,; dazu 10 cem Brom- 
lésung mit einem Gehalt von 109,4 ccm ®/,,-Br. Beim Zuriicktitrieren 
nach 24stiindigen Stehen fanden sich direkt 105,3 com %/,)-Br, bei 
weiterem Zusatze von KJO,; noch 3,6 ccm */,,-Br, im ganzen also 
105,3 + 3,6 = 108,9 ccm */,)-Br. Der Bromverlust betrug sonach nur 
109,4 — 108,9 = 0,5 cem °/,,-Br. 

Es war sonach beim Cholestan praktisch keine Brom- 
addition nachweisbar. Wir werden daraus allerdings auf die 
doppelten Bindungen des Cholesterins insofern keinen SchluB 
ziehen koénnen, als bei der Darstellung des Cholestans (s. 0.) 
gelegentlich der Reduktion des Cholesterylchlorids mit Natrium 
in Amylalkohol zu Cholesten ja auch eine Wasserstoffanlagerung 
an eine ,maskierte“ doppelte Bindung erfolgt sein konnte. 

Wir werden jedoch unsere Erfahrungen in bezug auf die 
Halogenanlagerung an das Cholesterin und seine Derivate dahin 
zusammenfassen kénnen, da sich keinerlei Anhaltspunkte 
fiir das Vorhandensein einer echten doppelten Bindung 
im Cholesterinmolekil ergeben haben, und daB das 
beim Dihydrocholesterin beobachtete Verschwinden 
titrierbaren Broms nur im Sinne einer leicht dissozi- 
ablen Verbindung physikalisch-chemischer Art ge- 
deutet werden kann. 


IV. Ozonanlagerung. 


Nachdem also sowohl die Versuche mit katalytischer 
Wasserstoffanlagerung, als auch jene mit Halogenaddition in 
bezug auf die Frage einer zweiten doppelten Bindung im Cho- 
lesterinmolekiil ein negatives Resultat ergeben hatten, bleibt 
als Argument zugunsten der Existenz einer solchen nur das 
Verhalten des Cholesterins und seiner Derivate in bezug auf 
die Ozonanlagerung iibrig. Wir sind nun daran gegangen, das- 
selbe kritisch zu iiberpriifen. 

Langheld') hat im Laboratorium von Harries gefunden, daB 
wenn er Ozon auf Cholesterin einwirken lieB, dieses ,zum mindesten 
zwei, vielleicht aber noch mehr O,-Komplexe anlagert*. 

Molinari*) hatte bereits im Jahre 1905 gemeinsam mit Bono 
Ozon auf Cholesterin einwirken lassen und erhielt in atherischer Lésung 
Ozonide, die eine zwischen C,,H,,0.0, und C,,H,,0.0, schwankende 


1) K. Langheld, Uber das Verhalten der Cholsiure gegen Ozon. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 1023, 1908. 
*) E. Molinari und P. Fenaroli, I. ec. 











440 O. von Firth und G. Felsenreich: 





Zusammensetzung zeigten. In weiterer Verfolgung derartiger Unter- 
suchungen in Gemeinschaft mit Fenaroli lieB er nun einen ozonisierten 
Luftstrom auf in Chloroform geléstes Phytosterin und Cholesterin ein- 
wirken. Indem er das gewogene GefaéB, welches das Ozonid enthalt, im 
Vakuum auf 60° erhitzte, erhielt er angeblich innerhalb einer halben 
Stunde Gewichtskonstanz. Es ist bewiesen,“ heiBt es weiter, ,daB 
Cholesterin wie Phytosterin zwei doppelte Bindungen enthilt. Die ,,Ozon- 
zahl“ eignet sich besser als irgendeine andere Reaktion dazu, die Anzahl 
der wahren doppelten Bindungen in den organischen Verbindungen fest- 
zustellen. “ 

O. Diels*) fand, daB das Rohozonid des Cholesterins bei Behandlung 
mit kaltem Alkohol einen Teil seines Sauerstoffs verliert und sich in ein 
Ozonid von der Zusammensetzung C,,H,,0.0, verwandelt. Die Bildung 
derartiger Perozonide 


\c-o—0 o_o 


l | state | So 
C—~0—0 ¢—o 
il 


ist auch von Langheld bei der Cholséure beobachtet worden. 

Weiterhin hat nun Dorée*) das Ozonanlagerungsvermégen des 
Cholesterins und einiger Derivate desselben gepriift, indem er einen Gas- 
strom mit einem Gehalte von etwa 1°/, Ozon auf Chloroformlésungen 
dieser Substanzen einwirken lieB. Der Autor legt groBen Wert darauf, 
daB die Ozonide bei hoher Temperatur (oberhalb ihres Schmelzpunktes) 
am Wasserbade im hochgradigen Vakuum getrocknet werden, da man 
sonst Gefahr laufe, daB die harten Ozonidfirnisse Chloroform zuriick- 
halten. Dorée fand so fiir das Ozonid des Cholesterins die Zusam- 
mensetzung C,,H,,0.0,, fiir das 8-Cholestanol (Dihydrocholesterin): 
C,,H,,0.0, fiir das zugehérige Keton, das £-Cholestanon jedoch: 
C,,H,,0.0,. Die letzterwihnte Beobachtung (vgl. die Einleitung S. 418), 
derzufolge also das Keton, das keine Vinylgruppe mehr enthalt, dennoch 
imstande ist, nicht nur eine, sondern sogar zwei Ozonkomplexe zu binden, 
macht den Beobachter immerhin stutzig: Er stimmt zwar Molinari zu, 
indem er die Existenz einer zweiten doppelten Bindung im Cholesterin 
anerkennt, meint aber immerhin (S. 633): ,,... Especially considering the 
sluggish manner, in which the complete ozonisation of the cholesterol 
derivates has been found to take place, compared with the readiness, 
with wich the original double linking reacts, it may be, therefore, that 
the further action of ozon consists in the development of a bridge 
or cross linking or the opening of a polymethylene ring pre- 
sent in the cholesterol molecule.“ 


1) O. Diels, Zur Kenntnis des Cholesterins. Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 41, 2596, 1908. 

*) Ch. Dorée, Contributions to the Chemistry of the Cholesterol 
eto. Journ. of Chem. Soc. 45, 1. Halfte, 638, 1909. Friihere Mitteilungen 
Dorée und Gardner, Proc. chem. Soc. 24, 172, 1908. 
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Von den Beobachtungen von Harries') war bereits in der Ein- 
leitung die Rede. 

Was nun unsere eigenen Versuche betrifit, bezogen sich 
dieselben auf das Ozonanlagerungsvermégen des Cholesterins, 
Dihydrocholesterins und Cholestans. 

Zur Herstellung des Ozons diente eine Batterie von 7 Sie- 
mensschen Ozonisatoren, in denen die Elektrizitat mit Hilfe 
eines Transformators bei einer Spannung von 8000 Volt zur 
Wirkung gelangte. Das resultierende Ozon-Sauerstoffgemenge 
wurde so auf einen Gehalt von 8 bis 9°/, Ozon gebracht’). 
Dasselbe passierte in langsamem Strome eine Chloroformlésung 
der zu ozonisierenden Substanz. 

Um alle Verluste zu vermeiden, nahmen wir die Ozoni- 
sierung direkt in demselben GefiB (kleiner Erlenmeyer-Kolben) 
vor, in dem spater die Wagung des Ozonids erfolgte. Zu diesem 
Zwecke war das GefaB mit zweierlei eingeschliffenen, austausch- 
baren Aufsatzen versehen: Der eine erméglichte die Anschal- 
tung an die Quecksilberverschliisse des Ozonapparates, der andere, 
mit einem Glashahne versehene, die Evakuation, die zum Zwecke 
der Trocknung der Ozonide im Wasserbade bei 60 bis 100° 
vorgenommen wurde. 

Wir méchten noch erwahnen, daB wir uns bei der scharfen 
Trocknung der Ozonide im erwarmten Vakuum in der Regel 
mit einer annahernden Gewichtskonstanz begniigen muBten 
und selbst nach langer Zeit meist keine absolute Konstanz zu 
erzielen vermochten. Die Behauptung von Molinari und 
Fenaroli, daB man im Vakuum bei 60° langstens innerhalb 
einer halben Stunde Gewichtskonstanz erziele, vermochten wir 
durchaus nicht zu bestitigen. Schon der stechende Geruch 
der Ozonide macht ihre, wenn auch geringe Fliichtigkeit oder 
Zersetzlichkeit plausibel. Dorée meint freilich, daB die Ozonide 
dieser Gruppe bei Temperaturen unter 80 bis 85° stabil zu 
sein scheinen; ob dies aber tatsachlich der Fall ist, méchten 
wir dahingestellt sein lassen. 


1) Harries, 1. c. 

*) Naheres iiber die im hiesigen Institute beim Arbeiten mit Ozon 
angewandte Apparatur findet sich in einer Arbeit von H. Brach, Che- 
mikerzeitung 1912. 
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5 O24 »  eflrocknungi. Vakuum} Gewichts- 

"38 « 3.81 ; | «| | —_——o Die Ozonauf- 

SS qd/4 5% G5 58 »« | s 1 | nahme pro Mo- 

EoSe SSc|Ss 835 38 = “2 8] lekiil entspricht 

= 3 .-) oon & ° | = ws 
est IA oles iA “ | 9g = iges molekiilen 
One — no] a =o Ozon 0, 
g Stunden} °C stunden) mm g g 
Cholesterin 
a 0,5005 4 60 14/, ? 0,182 | 0,364 | 2,90, = 2,20, 
b 0,5025 5 60 41), ? 0,136 | 0,271 | 2,20, = 1,70, 
e | 0,5012 | 2 60 13, ¢ | 0,094 0,188] 1,50,= 1,10, 
d | 05095 | 57,1] 100 8 2 | 0,252 0.494] 400, = 3,00, 
e 1,0 10 100 11 120 | 0,420 | 0,420 | 3,40, = 2,50, 
f 0,500 10 100 7 40 | 0,210 | 0,420 | 3,40, = 2,50, 
Dihydrocholesterin 
a | 0,5010 | 2 60 | 2%.) % 10,114 | 0,228] 1,80,— 1,40, 
a’ | 0505 | 5 60 5 | * 10,161 | 0,322] 260,— 1,90, 
b | 05065 | 27,1 60 | 44, | »% 10,125 0,247! 200,=1,50, 
e | 0500 |10 | 100 | 5 | 40 | 0,174 | 0,347| 280,=210, 
a} 0500 {10 | 100 | 7 | 40 | 0269/0538] 4:30; — 3205 
£-Cholestan. 

a | 04985 | 2.) 60 | 4 | 2 10,090 / 0,181) 1,50, = 110, 
b 0,4397 10 100 | 7 30 | 0,226 | 0,515 | 4,20, = 3,10, 
ce 0,500 10 100 | 7 20 | 0,289 | 0,578 | 4,80, = 3,6 0, 


Werfen wir nun einen Blick auf unsere Versuchsergebnisse; 
aus der letzten Kolonne unserer Tabelle kénnen wir direkt heraus- 
lesen, wie viel Molekiile Ozon pro Molekiil addiert worden sind. 

Wir hatten erwartet, entsprechend den so prazis lautenden 
Literaturangaben, fiir das Cholesterin eine Addition von genau 
2 Molekiile Ozon konstatieren zu kénnen; fiir das Dihydro- 
cholesterin, bei dem die doppelte Bindung der Vinylgruppe in 
Verlust geraten ist, stand jedoch nur die Addition eines Molekiils 
Ozon zu gewirtigen. Beim Cholestan waren wir neugierig zu 
erfahren, ob es auch noch befahigt sei, ein Molekiil Ozon an eine 
maskierte doppelte Bindung zu addieren, oder ob es gar kein 
Ozon mehr aufzunehmen befahigt sei. War ja doch bei seiner Dar- 
stellung eine sehr energische Reduktionsprozedur mit Natrium 
und Amylalkohol in der Siedehitze in Anwendung gelangt; es 
war also von vornherein gar nicht unwahrscheinlich, daB auch 
die ,maskierte Doppelbindung“ dabei abgesattigt worden sei. 

Wie verhalt sich nun die Sache in Wirklichkeit? 

Tatsachlich brachten uns unsere Beobachtungen eine groBe 
Uberraschung, insofern keine unserer Erwartungen sich als zu- 

treffend erwies: 
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Das Cholesterin vermochte 1,5 bis 4,0 Mol O,, das Di- 
hydrocholesterin 1,8 bis 4,3 Mol O,, das Cholestan 1,5 
bis 4,8 Mol O, aufzunehmen. Diese drei Verbindungen er- 
wiesen sich also der Ozonaufnahme gegeniiber als praktisch 
gleichwertig, und diese erschien im wesentlichen durch die 
Dauer der Ozoneinwirkung bedingt. 

Man wird zu beachten haben, daB unsere Vorganger teil- 
weise mit auBerordentlich viel geringeren Ozonmengen gearbeitet 
haben als wir; (unser Gasgemenge enthielt 8 bis 9°/, Ozon, 
dasjenige von Dorée nur 1°/,). Man konnte also daran denken, 
daB hier vielleicht ahnliche Verhiltnisse vorlagen wie bei der 
Bromeinwirkung: Bei maBiger Bromeinwirkung erfolgt, wie 
wir gesehen haben, die Addition des Cholesterins in durchaus 
gesetzmaBiger Weise; die langdauernde Einwirkung eines groBen 
Bromiiberschusses dagegen fiihrt zur Bildung von héchst un- 
iibersichtlichen Bromsubstitutionsprodukten. Die Beobachtungen 
von Molinari und Dorée, deren objektive Richtigkeit an- 
zuzweifeln wir weder eine Veranlassung noch eine Berechtigung 
haben, zeigen ja tatsichlich, daB auch bei der Einwirkung 
geringerer Ozonmengen die Anlagerung mit einer gewissen 
RegelmaBigkeit erfolgt: Zunachst erfolgt selbstverstaindlich die 
typische Anlagerung an die Vinylgruppe des Cholesterins, und 
es mag wohl sein, daB jene Molekularkonfiguration, die beim 
Dihydrocholesterin AnlaB zur lockeren, leicht dissoziablen An- 
lagerung eines Brommolekiils bietet, ohne die Charaktere 
einer echten doppelten Bindung zu besitzen, auch zur 
Anlagerung eines zweiten Ozonmolekiils disponiert. 

Wenn wir aber weiterhin sehen, daB nicht nur das Chole- 
sterin, sondern auch sein Grenzkohlenwasserstoff, das 6-Cholestan, 
ohne irgendwelche scharfe Grenzen auch 3, 4 und vielleicht 
sogar noch mehr Ozonmolekiile in sich aufzunehmen vermag, 
so werden wir keinen Augenblick daran zweifeln, daB es sich 
hier um sekundire Veranderungen im Molekiil handle, sei es 
im Sinne einer Oxydation, sei es aber im Sinne einer 
Sprengung hydroaromatischer Komplexe und der Neu- 
bildung doppelter Bindungen. Es sind dies Vorgange, auf 
deren Moglichkeit bereits Dorée hingewiesen hat (s. 0.). 

Wenn also Molinari’) behauptet, ,die Ozonzahl eigne 


1) Molinari, I. ¢. 
29* 
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sich besser als irgendeine andere Reaktion dazu, die Anzahl 
der wahren, doppelten Bindungen in den organischen Verbin- 
dungen festzustellen“, so mag dies immerhin fiir groBe Gebiete der 
Chemie seine Richtigkeit haben. Doch gerade fiir das Cholesterin 
und seine Gruppe trifft es sicherlich nicht zu. Im Gegenteil 
erscheinen hier Versuche, eine ,Ozonzahl* abzuleiten, 
unserer Meinung nach nur irrefiihrend und dirfen 
die vermeintlichen ,Ozonzahlen* des Cholesterins und 
seiner Derivate durchaus nicht den Rang exakter 
chemischer Konstanten fiir sich in Anspruch nehmen. 

So gelangen wir denn zu der SchluBfolgerung unserer 
Untersuchung, daB die Existenz einer zweiten echten 
doppelten Bindung im Cholesterinmolekiil weder durch 
katalytische Wasserstoffanlagerung, noch durch Ha- 
logenanlagerung, noch aber endlich durch Ozon- 
anlagerung sichergestellt werden konnte. Es erscheint 
also vorderhand wenigstens durchaus nicht unwahr- 
scheinlich, daB das Cholesterinmolekiil auBer den zwei 
bereits ermittelten noch zwei weitere Ringschliisse, 
im ganzen also ein Vierringsystem’) in sich birgt. 


Zusammenfassung. 


1. Angesichts des Umstandes, da8 die von Windaus auf- 
gestellte Cholesterinformel 


G?>CH, CH, .CH,—C, H,, 
“ , 
cH CH 
Y Aaah Oe ah 
ci, OH CH.CH, 
| 


CH, CH, CH 
Re Vi 
CH, CH, 


1) Es sei hier daran erinnert, daB8 schon vor Jahren Stein (ein 
Mitarbeiter von Windaus) den Versuch gemacht hat, eine Konstitutions- 
formel des Cholesterins zu konstruieren, die 4 hydrierte Sechsringe und 
den Seitenkomplex 


CH, 


vA 
—CH—CH = CH, 
enthalt. (Vgl. Jahrb. d. organ. Chem. 2, 261, 1907.) Die Zahl der sich 
hier ergebenden Méglichkeiten ist natiirlich eine sehr groBe. Wir méchten 
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noch einen Komplex von 11 C unaufgeklart laBt, und angesichts 
der Widerspriiche, die in der Literatur in bezug auf die 
Existenz einer zweiten ,maskierten“ doppelten Bindung im 
Cholesterinmolekiil vorliegen, wurde die fiir die Konstitutions- 
ermittelung desselben so bedeutungsvolle Frage der doppelten 
Bindungen im Cholesterinkomplex einer erneuten Unter- 
suchung unterworfen. Es ergaben sich hierbei dreierlei Wege: 
die Untersuchung der Anlagerung von Wasserstoff, von 
Halogen und von Ozon. 

2. Die Wasserstoffanlagerung mit Hilfe von kata- 
lytischer Platinwirkung wurde nach dem vervollkommneten Ver- 
fahren der Hydrierung aromatischer Kerne von Willstatter 
und Hatt unter Anwendung eines Schiittelkolbens und einer 
Vorrichtung zur Messung des Wasserstoffverbrauches durch- 
gefiihrt. Bei Hydrierung des Cholesterins wurde in 8 Ver- 
suchen fiir 1 g desselben ein H-Verbrauch von 47,4 bis 55,7, 
im Mittel 52,1 com H (0°, 760 mm) gefunden. Theoretisch 
berechnet man fiir Anlagerung von 2 Wasserstoffatomen pro 
Molekiil 57,3 com H (0°, 760 mm). 


nur erwahnen, da8 z. B. eine der einfachsten derselben sich ergibt, wenn 
man den nicht aufgelésten Teil der neuen Formel von Windaus ge- 
wissermaBen durch das Spiegelbild des aufgelésten erganzt, etwa: 
CH, CH, 
ee \ : vo \ 
C,H,,—CH CH CH, 


| | | 
CH, CH CH—CH,=O,,H,,0. 


ee 
CH CH 
CH CH 


ae 
CH, CH CH—CH, 
| | 
CH, CH, CH 
cH, CH, 
| 
(OH) 
Man wiirde damit in das Bereich hydrierter Derivate des Perylens 
(R. Scholl) gelangen. Wie verfriiht allerdings Spekulationen dieser Art 
sind, liegt auf der Hand, und es ist vielleicht besser, der Versuchung 
des Ausspinnens derselben zu widerstehon, da dieselben allzu leicht 
einerseits ins Uferlose, andererseits auf falsche Wege leiten konnen. 
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Bei der Uberfiihrung von Cholesten 


0,H,,—C,,H,,—CH:CH, 
foe 
CH, GH, 


- 


\ 
CH 


4 


in Cholestan , 


C,H,, —C,,H,,—CH, . CH, 
CH, CH, 
oe 

CH 

wurde in 5 Versuchen fiir 1 g des ersteren ein Verbrauch von 

51,4 bis 59,2, im Mittel 56,4 ccm H (0°, 760 mm) gefunden. 

Die Berechnung fiir die Anlagerung von 2 Wasserstoffatomen 
erfordert 60,0 cem H (0°, 760 mm). 

Es ergibt sich also in durchaus eindeutiger Weise, daB 
man bei beiderlei Hydrierungen selbst unter Anwendung sehr 
giinstiger Versuchsbedingungen nicht imstande ist, eine 
weitergehende Wasserstoffanlagerung zu erzielen, als 
dem Ubergange einer Vinylgruppe in eine Athylgruppe 
entspricht. 

Es ergab sich bei dieser Gelegenheit sowohl fiir das Di- 
hydrocholesterin als auch fiir das Cholestan, das die Lieber- 
mann-Burchhardtsche Farbenreaktion der Cholesterinderi- 
vate keineswegs die Intaktheit der Vinylgruppe zur notwendigen 
Voraussetzung hat, wenngleich eine solche der Intensitat der 
Reaktion in hohem Grade forderlich ist. 

3. In bezug auf die Halogenanlagerung ergab sich die 
unerwartete Tatsache, daB das Dihydrocholesterin, trotz 
Mangels einer Vinylgruppe, noch befahigt ist, Brom in sich 
aufzunehmen, und zwar in annihernd demselben AusmaBe wie 
das Cholesterin. Die Bromaufnahme erfolgt jedoch in ersterem 
Falle unvergleichlich Jangsamer. Beim Versuche, das vermeint- 
liche Bromadditionsprodukt des Dihydrocholesterins zu isolieren, 
wurde dieses letztere in unverindertem Zustande wiedergewonnen. 
Offenbar handelt es sich nur um eine leicht dissoziable 
Anlagerung physikalisch-chemischer Natur, nicht aber 
um die Absattigung einer echten doppelten Bindung. 

4. Beim Vergleiche der Ozonanlagerung an das Chole- 
sterin, Dihydrocholesterin und Cholestan erwiesen sich, wider 


2 
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alles Erwarten und im Gegensatze zu den vorliegenden Lite- 
raturangaben, diese drei Verbindungen als praktisch gleichwertig: 
Das Cholesterin nahm 1,5 bis 4,0, das Dihydrocholesterin 1,8 
bis 4,3, das Cholestan 1,5 bis 4,8 Mol O, auf, je nach Dauer 
und Intensitat der Ozoneinwirkung. Es kann keinem Zweifel 
unterliegen, daB die protrahierte Ozoneinwirkung sekundire 
Verénderungen im Molekiil (sei es durch Oxydation, sei 
es durch Sprengung hydroaromatischer Komplexe) unter Ozon- 
anlagerung herbeifiihrt. Die Meinung Molinaris, ,,die Ozon- 
zahl eigne sich besser als irgendeine andere Reaktion dazu, 
die Anzahl der wahren doppelten Bindungen in den organischen 
Verbindungen festzustellen“, hat somit fiir das Gebiet des 
Cholesterins und seiner Derivate sicherlich keine Giiltigkeit, 
und kénnen die Ozonzahlen hier keineswegs als exakte chemi- 
sche Konstanten anerkannt werden. 

5. Die Existenz einer zweiten doppelten Bindung im 
Cholesterinmolekiil konnte also bisher weder durch Wasser- 
stoff-, noch durch Halogen-, noch durch Ozonanlagerung 
sichergestellt werden. Es erscheint daher sehr wohl méglich, 
daB das Cholesterinmolekiil auBer den zwei bereits ermittelten 
Ringschliissen noch zwei weitere solche, im ganzen also ein 
Vierringsystem in sich birgt. 











Uber ein vereinfachtes Verfahren zur Bestimmung der 
Oxyproteinsaiurefraktion im Harne. 


Von 
Otto von Firth. 
(Unter Mitwirkung von Gustav Felsenreich,) 


(Eingegangen am 1. Marz 1916.) 


1. Einleitung. 


Vor einigen Monaten hat R.Sassa’*) in dieser Zeitschrift 
iiber ein auf meine Veranlassung ausgearbeitetes Verfahren zur 
Bestimmung der Oxyproteinsaure-Fraktion im normalen 
und pathologischen Harne berichtet, welches das Problem der 
quantitativen Ermittlung dieser Gruppe von Substanzen, soweit 
der gegenwartige Stand unserer Kenntnisse es gestattet, in, wie 
ich glaube, exakter Weise lost. Die neue Methode unterscheidet 
sich von den dlteren insbesondere dadurch, daB sie durch 
zweckmaBige Anwendung von Kieselgur die Hauptschwierig- 
keit der Oxyproteinsiurebestimmung, namlich eine vollstain- 
dige Abtrennung des Harnstoffes ohne gleichzeitige Ein- 
buBe an Proteinsaéuren, iiberwindet. 

Es geschieht dies in der Weise, daB der mit Schwefelsiure 
angesauerte Harn nach Beseitigung der schwefelsauren Alkalisalze 
durch Alkohol (nach Gawinski) und nach Barytbehandlung zum 
Sirup eingeengt und dieser mit Kieselgur zu einem Pulver verrieben 
wird. Es kommt nun alles darauf an, dieses Pulver vollstandig 
von alkoholléslichen Beimengungen, und zwar in erster Linie 
von Harnstoff zu befreien. Es kann dies nun in zweierlei Art 
geschehen: Man kann das Pulver mit immer wieder erneuerten 


) R. Sassa, Uber die quantitative Bestimmung der Oxyprotein- 
sdurefraktion im normalen und pathologischen Harne (ausgefiihrt unter 
Leitung von Otto von Fiirth im Physiol. Inst. der Wiener Universitat). 
Diese Zeitschr. 64, 195 bis 221, 1914. 
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Portionen von absolutem Alkohol oder Alkoholither unter Riick- 
fluBkiihlung so lange auskochen, bis die Harnstoffreaktion negativ 
geworden ist, was erst nach 5 bis 8maligem, je einstiindigem 
Kochen erzielt wird. Oder aber das Pulver wird im Soxhlet- 
schen Apparate mit absolutem Alkohol erst 10 bis 20 Stun- 
den extrahiert, dann noch einmal getrocknet, neuerdings ver- 
rieben und wiederum 5 bis 10 Stunden im Soxhlet extrahiert. 
SchlieBlich wird der ungeléste Riickstand mit Wasser ausgelaugt 
und in dieser ,Barytfraktion“ der Gesamt-N sowie der 
durch Quecksilberacetat bei sodaalkalischer Reaktion fallbare 
» Oxyproteinsaiure-N“ bestimmt. 

Als Nachteil dieses Verfahrens mu8 nun zugestanden werden, 
daB es zeitraubend und kostspielig ist und an die Sorgfalt des 
Arbeiters ziemlich hohe Anforderungen stellt. 

Ich habe mich nun, angesichts des Umstandes, daB eine 
bequeme Bestimmung der Oxyproteinsaiurefraktion im Harne 
zweifellos als ein Bediirfnis sowohl klinischer als physiologisch- 
chemischer Laboratorien bezeichnet werden muB, nach Wegen 
umgesehen, um das Bestimmungsverfahren zu vereinfachen. 

Ich iiberlegte nun, daB es ein groBer Vorteil ware, wenn 
man von vornherein den Harnstoff aus dem Harne be- 
seitigen kénnte. Denn die groBen Harnstoffmassen sind es 
eben, die nicht nur die Oxyproteinséurebestimmung so zeit- 
raubend und kostspielig gestalten, sondern auch ein Moment 
der Unsicherheit in dieselbe bringen. Denn die Lésungsver- 
hiltnisse der Proteinsiuren werden in den _harnstoffreichen 
Sirupen derart beeinfluBt, daB die in reinem Alkohol ganz un- 
léslichen oxyproteinsauren Barytsalze nunmehr einen gewissen 
Grad von Léslichkeit aufweisen. 

In welcher Weise kann nun eine Befreiung des Harnes 
vom Harnstoffe tatsichlich verwirklicht werden? 

Wir verdanken Marshall') die Kenntnis der Tatsache, 
daB es leicht gelingt, den Harnstoff im Harne durch ein in 
der Sojabohne enthaltenes Ferment, die ,Soja-Urease“ 


1) E. K. Marshall, Journ. of Biolog. Chem. 14, 283, 1913; 165, 
487, 495, 1918. Vgl. auch: R. H. A. Plimmer und R. F. Skelton, 
Biochem. Journ. 8, 70 und D. D. van Slyke, G. Zacharias und G. E. 
Cullen (Rockefeller-Inst. New York), Deutsche med. Wochenschr. 1914, 


1219. 
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(Takeuchi), so vollstindig zu Ammoniumcarbonat zu vergiren, 
daB ein titrimetrisches (auf die Alkalescenzzunahme des Harnes 
basierendes) Harnstoffbestimmungsverfahren nach diesem 
Prinzipe ausgearbeitet werden konnte. 

Ich habe nun den Versuch gemacht, die Oxyproteinsaure- 
bestimmung im Harne dadurch zu vereinfachen und von ihren 
wesentlichen Fehlerquellen zu befreien, daB ich vor Abscheidung 
der ,,Barytfraktion* den Harnstoff beseitigte. 

Es geschah dies in der Art, daB ich den Harn mit Soja- 
Urease vollstandig vergiren lie’. Sodann wurde das Ammo- 
niumcarbonat durch Schwefelsiure in Ammonsulfat iibergefiihrt, 
dieses aus dem zum Sirup eingeengten Harn durch Alkohol 
groBtenteils beseitigt, der Rest aber durch Erwirmen mit Atz- 
baryt entfernt. Nach Beseitigung des Barytiiberschusses wurde 
durch Alkoholextraktion die Gesamtheit der alkoholléslichen 
Substanzei beseitigt und so schlieBlich die , Barytfraktion “ 
i.e. die Fraktion der wasserléslichen, alkoholunléslichen Baryt- 
salze, erhalten. 

Von den Einzelheiten des Verfahrens soll spiter die Rede 
sein. Ich méchte nur vorausschickend bemerken, dab, wahrend 
das Verfahren von Sassa zur praparativen Darstellung der Baryt- 
fraktion in groBem MaSstabe ungeeignet erscheint, das neue Ver- 
fahren eine Anwendung auf beliebig groBbe Harnmengen gestattet. 


2. Vorversuche iiber Harnstoffvergirung mit Soja-Urease. 


a) Eine Sojafermentlésung wurde nach dem Verfahren von 
Marshall’) bereitet: 50 g gepulverter Sojabohnen wurden mit */, 1 
Wasser einige Stunden stehen gelassen und filtriert. Das Filtrat wurde 
mit 25 ccm */;-HCl am Wasserbade auf 32° erwairmt und der sich gut 
absetzende Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat stellte eine Ferment- 
lésung (,A“) dar. Die Alkalescenz derselben (gegen Methylorange) be- 
trug fiir 20 com = 5,0 cem ®/,,-Saure. 

4 Proben einer 1°/,igen Harnstofflésung zu je 10 com (~0,100 g 
Harnstoff) wurden nun mit je 2 com der Fermentlésung und mit 100 ccm 
H,0 versetzt. 2 Proben blieben bei Zimmertemperatur und 2 Proben im 
Brutofen iiber Nacht stehen. Sodann wurde mit Methylorange tritriert. 

1. Probe Zimmertemperatur 36,3 com /,,-Saéure 


2. ” n 84,5 » n 
3. on Brutofen 35,6» ” 
4. n ” 34,6 ” ” 





+ sna Mittel 35,2 ccm °/,,-Saure. 
1) Marshall, Journ. of Biolog. Chem. 14, 285, 1913. 
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Korrektur fiir die Alkalescenz der Fermentliésung = 0,5 com ®/,,-Siure, 
also 35,2 — 0,5 = 34,7 cem ®/,,-Saure. 

Da 1 ccm "/,,-Saure 0,003 g Harnstoff entspricht, bedeutet dies 
0,104 g Harnstoff, statt, wie berechnet, 0,100 g Harnstoff. 

b) EinfluB der Harnverdiinnung auf die Vergirung. Je 
50 ccm eines normalen Harnes (X) wurden mit 20 ccm einer frisch be- 
reiteten Ureasenlésung versetzt: Probe A und A’ wurden auf 1000 ccm 
aufgefiillt, Probe B und B’ auf 500 ccm, Probe C und C’ auf 250 cem, 
Probe D und D’ auf 100 cem. Die Proben A, B, C, D wurden bei 
Zimmertemperatur, die Proben A’, B’, C’, D’ im Brutofen einen Tag 
lang belassen; dann wurde der zehnte Teil der Gesamtmenge (also 5 cem 
Harn entsprechend) mit Methylorange titriert. Es ergab sich eine Alka- 
lescenz: Fiir Probe A = 43,9, A’ = 44,1, B= 43,5, B’ == 42,7, C= 4455, 
C’ = 43,7, D = 41,2, D’ = 43,6 ccm */,,-Saure. 

Es erschien also fiir den Endeffekt gleichgiiltig, ob der 
Harn auf das 2fache oder 20fache verdiinnt worden war. 

Es wurden ferner je 10 ccm eines anderen Harnes mit 2 ccm einer 
frischen Fermentlésung A) unverdiinnt, B) mit Zusatz von 10 ccm Wasser, 
C) mit 20, D) mit 30, E) mit 40 com Wasser einen Tag im Brutofen 
belassen. Der Titrationswert fiir 5 ccm Harn betrug fiir A == 33,7, 
B = 34,3, C= 34,9, D= 34,5, E= 35,1 cem ®/,,-Saure. 

c) Einflu8 der Fermentkonzentration auf die Vergirung 
Je 50 com des Harnes A wurden A) mit 20, B) mit 10, C) mit 5, 
D) mit 2, E) mit 1 ccm einer Urease-Fermentlésung versetzt und sodann 
jede Probe mit Wasser auf 200 ccm aufgefiillt. Nach 2tagigem Stehen 
im Brutofen wurden je 20 ccm jeder Probe (entsprechend 5 ccm Harn) 
titriert: Es ergab sich eine Alkalescenz fiir A = 43,1, B — 43,9, C = 42,3, 
D = 35,1, E= 23,4 cem 2/,.-Saure. 

d) Wirksamkeit eines gereinigten Ureasen-Fermentes. 
100 ccm einer Soja-Ureasenlésung wurden mit dem doppelten Volumen 
Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde im 100 ccm Wasser suspendiert 
(Suspension A) und nach einigem Stehen filtriert (Filtrat B). 

Je 10 ccm 1°/,iger Harnstofflésung wurden mit 100 com Wasser und 
seinem Tropfen Toluol versetzt; dazu in Probe a) und b) 5 ccm native 
Ureasenlésung, in c) und d) 5 cem der Suspension ,A“, in e) und f) 
5cem des Filtrates ,B“. Nach 2 Tagen im Brutofen ergab sich eine 
Alkalescenz: a) 36,9, b) 35,9, c) 36,9, d) 37,5, e) 35,4, f) 35,3. 

Also nicht nur die Suspension der alkoholischen Fiallung 
der Fermentlésung, sondern auch das wiasserige Filtrat der- 
selben hatte volle Wirksamkeit behalten. 


8. Verfahren zur Bestimmung der Oxyproteinsdure-Fraktion 
des Harnes. 
Ich teile nun jenes Verfahren mit, das sich mir nach 
mannigfachen Versuchen zur Bestimmung der Oxyproteinsaure- 
fraktion des Harnes als geeignet erwiesen hat: 
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a) Bereitung der Sojafermentlésung. Je 100g zer- 
kleinerter, geschilter Sojabohnen werden mit 500 ccm destil- 
lierten Wassers aufgeschwemmt, 2 Stunden stehen gelassen, mit 
50 ccm /,-HCl versetzt, am Wasserbade auf 40° erwirmt und 
filtriert. Das Filtrat wird mit dem doppelten Volumen 95°),- 
igem Alkohol gefalit, der Niederschlag abfiltriert, mit wenig 
Wasser verrieben, nach einer Stunde filtriert und das Filtrat 
im MeBkolben auf 100 ccm aufgefiillt. 

100 com dieser Fermentlésung entsprechen 100 g Bohnen. 

b) Vergérung des Harnes. Je 100 ccm des Harnes 
werden mit 10 ccm der frisch bereiteten Fermentlésung auf 
200 ccm aufgefiillt, mit etwas Toluol versetzt und iiber Nacht 
im Brutschranke stehen gelassen; dann werden 10 com der 
Fliissigkeit (— 5 ccm des Harnes) mit einer Pipette in ein 
Kélbchen iibertragen, mit 100 com Wasser versetzt und nach 
Hinzufiigen von etwas Methylorange-Indicator titriert. 

Die Titration muB, wenn die Vergarung eine vollstandige 
war, fiir normalen menschlichen Mischharn mindestens 33 ccm 
2/9" Saure ergeben’). 

Man iiberzeugt sich sodann, indem man eine mehrfach 
verdiinnte Harnprobe mit neuem Ferment versetzt und noch 
einige Stunden im Brutschranke stehen ]aBt, ob die Alkalescenz 
keine weitere Zunahme erfahren hat, die Vergarung also eine 
volistandige war; eventuell wird dieselbe durch Wasser- und 
Fermentzusatz zu Ende gefiihrt. 

ce) Uberfiihrung des Ammoniumcarbonats in Am- 
moniumsulfat. Der vergorene Harn wird durch Zusatz 
10°/,iger Schwefelsiure gegen Lackmuspapier neutral gemacht 
und in einer Schale zum dicken Sirup eingedampft. 

d) Auslaugen mit Alkohol. Der Harnsirup wird mit 
etwas 95°/,igem Alkohol verdiinnt und mit so viel Schwefel- 
siure versetzt, daB Kongopapier sich blau farbt; jetzt wird 
mehr Alkohol hinzugefiigt, die Salzmasse gut durchgeriihrt, die 
braune Fliissigkeit durch ein Filter abgegossen, dann neuer 
Alkohol aufgegossen und der Vorgang so lange wiederholt, bis 


1) Es entspricht dies fiir 1] Harn 33 >< 200 >< 0,003 == 19,8 g Harn- 
stoff (in Wirklichkeit weniger, wegen der nativen Alkalescenz des Harnes). 
Folin fand bei Analyse von 30 normalen Harnen im Mittel 20,8 g Harn- 
stoff im Liter (Amer. Journ. of Physiol. 13, 45, 1905), was fiir je 5 com 
Harn einer Alkalescenz von 34,7 ccm entsprechen wiirde. 
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der Alkohol farblos abfliet und nur eine schwach gefarbte 
Salzmasse auf dem Filter zuriickbleibt. Das alkoholische Fil- 
trat wird sodann mit Ammoniak alkalisch gemacht und am 
Wasserbade in einer Schale eingedampft. 

e) Vertreibung des Ammoniaks mit Baryt. Nunmehr 
werden 100 ccm gesiattigten Barytwassers (fiir je 100 ccm 
Harn) hinzugefiigt und eventuell nach Zusatz von Wasser so 
lange gekocht, als das Entweichen alkalischer Dampfe mit 
Lackmuspapier nachweisbar ist. Zum Schlusse iiberzeugt man 
sich, da8 ein Barytiiberschu8 vorhanden ist, indem man sieht, 
ob ein mit dem Glasstabe herausgenommener Tropfen mit 
Phenolphthalein getranktes Papier noch rot farbt. 

f) Beseitigung des Barytiiberschusses. Es wird 
Kohlensaure in die Schale eingeleitet, aufgekocht, heiB fil- 
triert, mit heiBem Wasser nachgewaschen und das Filtrat mit 
Kieselgur vollstandig zur Trockne gebracht. 

g) Beseitigung alkoholléslicher Substanzen. Der 
Riickstand wird zusammengekratzt, in einen Kolben ibertragen, 
2 Stunden lang mit 95°/,igem Alkohol unter RiickfluB aus- 
gekocht, der Alkohol beseitigt, der ungeléste Riickstand mit 
Wasser ausgekocht, filtriert. Das Filtrat wird in einem Meb- 
kolben auf ein bestimmtes Volumen gebracht und in einem 
aliquoten Teile der Stickstoff bestimmt (,,Baryt-N*). 

h) Quecksilberacetat-Fallung. Ein anderer aliquoter 
Teil wird mit wasseriger 20°/,iger Mercuriacetatlésung und 
10°/,iger Sodalésung abwechselnd so lange versetzt, bis ein 
dauernd gelb oder rétlichgelb gefarbter Niederschlag auszu- 
fallen beginnt. Dieser wird abfiltriert, ausgewaschen und samt 
dem Filter kjeldahlisiert (,Oxyproteinsaure-N%). 


4. Versuche. 
Bei den nachfolgend mitgeteilten Versuchen ist im wesent- 
lichen der oben angefiihrte Gang eingehalten worden. Einzelne 
Abweichungen von demselben sind im Texte ersichtlich. 


Versuch 1. 
Dieser und die Mehrzahl der weiteren Versuche wurden an einem 
menschlichen (mit Toluol konservierten) Mischharne ausgefiihrt, in dem 
Sassa') mit groBer Sorgfalt den Oxyproteinsiure-N und Baryt-N be- 
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stimmt hatte. Der Gesamt-N darin betrug 11,088 g im Liter, der Oxy- 
proteinsdure-N 0,526 g (= 4,74°/, des Gesamt-N), der Rest-N 0,160 
(= 1,44°/, des Gesamt-N), der Baryt-N 0,526 +- 0,160 = 0,680 g (= 6,18°/, 
des Gesamt-N). 

Von diesem Harne wurde 1 1 mit 100 ccm frisch bereiteter Ureasen- 
lésung (siehe 38a) versetzt und auf 41 aufgefiillt. Nach 2 Tagen im 
Brutofen, ergab die Titration von 20 ccm (entsprechend 5 cem Harn) 
34,0 bzw. 33,1, im Mittel 33,5 ccm "/,,-Séure. Nach weiterem Zusatze 
von 50 ccm der Fermentlésung und weiteren 6 Stunden im Brutufen 
33,9 bzw. 33,1, im Mittel 33,5 ccm ®/,,-Saure. 

Weiterer Vorgang nach dem Schema. Nur in bezug auf 
die Beseitigung alkoholléslicher Substanzen aus dem Kiesel- 
gurpulver wurde eine Modifikation eingeschoben, insofern Frak- 
tion a) 1 Stunde mit absolutem Alkohol, b) 3*/, Stunden mit 
absolutem Alkohol ausgekocht wurde, c) erst 1 Tag mit Alkohol- 
aither (2 Teile absolutem Alkohol + 1 Teil Ather) in der Kilte, 
dann 2 Stunden mit absolutem Alkohol in der Siedehitze ex- 
trahiert. 

Fiir die schlieBlichen Stickstoffbestimmungen dienten Frak- 
tionen entsprechend je 50 ccm Harn. 

Es ergab sich: 


Baryt-N. 
a) 0,440 g N im Liter Harn = 3,97°/, des Gesamt-N 
b) 0476 g N » ” ” == 4,299, ” ” 

c) 0,523 g N » » » == 4,729), n ” 
Mittel 4,33°/, des Gesamt-N. 
Oxyproteinsaure-N. 

a) 0,395 g N im Liter Harn = 3,56°/, des Gesamt-N 
b) 0,412 gN » » n == 3,729, n ” 


Mittel 3,64°/, des Gesamt-N. 


Versuch 2. 

11 Mischharn (Sassa) wurde mit 100 ccm frisch bereiteten Soja- 
Fermentes auf 21 aufgefiillt und unter Toluolzusatz 1 Tag im Brutofen 
belassen. Die Titration fiir 10 ccm Fliissigkeit (= 5 com Harn) ergab 
sodann 36,0 bzw. 35,4, im Mittel 35,7 com 2/,,-Saure. 

Weitere Verarbeitung nach dem Schema. Die Beseitigung alkohol- 
léslicher Substanzen geschah auch hier wiederum in Parallelversuchen: 
bei den Proben a) und b) wurde das Kieselgurpulver 5 Stunden mit 
absolutem Alkohol ausgekocht, bei den Proben c) und d) erst 1 Tag 
mit Alkohol-Ather in der Kilte vorbehandelt, sodann 2 Stunden mit ab- 
solutem Alkohol ausgekocht. Es ergab sich: 
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Baryt-N. 
a) 0,567 g N im Liter Harn = 5,12°/, des Gesamt-N 
b) 0,580 g N » ” n == 4,78, » - 
c) 0,510 g N ” n n = 4,60°/, ” ” 
d) 0,488 g N » n n == 4,40°/, ” ” 


Mittel 4,72°/, des Gesamt-N. 


Oxyproteinséure-N. 
a) 0,351 g N im Liter Harn = 3,17°/, des Gesamt-N 
b) 0406g Nn» 2» n = 8,66%, » - 
Mittei 3,42°/, des Gesamt-N. 


Versuch 3. 

2 Portionen Mischharn (Sassa) zu je 200 ccm wurden unter Zu- 
satz von 20 ccm Fermentlésung unter Toluolzusatz unverdiinnt in den 
Brutofen gestellt. Die Titration nach 1 Tage ergab fiir 5 com Fliissig- 
keit 33,0 com ®/,,-Siure, nach 4 Tagen 34,4 cem ®/,,-Saure. 

Vorgang nach dem Schema: 


Baryt-N. 
a) 0,555 g N im Liter Harn = 5,01°/, des Gesamt-N 
b) 0,607 g N » ” ” = 5,47°/, ” ” 


Mittel 5,24°/, des Gesamt-N. 


Oxyproteinsiéure-N. 
c) 0,276 g N im Liter Harn = 2,49°/, des Gesamt-N. 
Mittel 2,49°/, des Gesamt-N. 


Versuch 4. 

400 com Mischharn (Sassa) wurden mit 40 com Ferment auf 800 ccm 
Wasser aufgefiillt und unter Toluolzusatz in den Brutofen gestellt. Die 
Titration ergab nach einigen Tagen fiir 5 com Harn 34,4 bzw. 34,7, im 
Mittel 34,5 com %/,,-Saure. 

Die weitere Verarbeitung wurde zunichst in schematischer Weise 
vorgenommen. Um jedoch festzustellen, ob die Einwirkung des 
Barytwassers bei Siedehitze bei Austreibung des Ammoniaks (3 e) 
fiir das Endresultat von Bedeutung sei, wurden Parallelproben in der 
Weise angestellt, daB der nach Eindampfen des alkoholischen Filtrats 
(8d) mit Ammoniak hinterbliebene Riickstand in 400 com gesattigten 
Barytwassers aufgeschwemmt, sodann aber in mehrere Portionen geteilt 
wurde: Aus der Portion a) wurde in schematischer Weise ohne weitere 
Vorsicht das Ammoniak durch Kochen ausgetrieben, aus den Portionen b) 
und c) jedoch im Vakuum bei einer 50° nicht iibersteigenden Tempe- 
ratur. Die weitere Verarbeitung erfolgte in schematischer Weise. 


Baryt-N. 
a) Barytbehandlung bei 100°: 0,537 g N im Liter Harn = 4,84°/, des Ges.-N 
b) - unter 50°: 0,527 gN » » n ==4,75°) » . 
C) n n 50°: 0,548 Z N » ” rn = 4,949), n n 


Mittel 4,84°/, des Gesamt-N. 
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Oxyproteinsaure-N. 
a) Barytbehandlung bei 100°: 0,306 g N im Liter Harn = 2,76°/, des Ges.-N 
b) n unter 50°: 0,389gN»  » n = 3,509/, ca ” 
Mittel 3,10°/, des Gesamt-N. 


Versuch 5. 
(Ausgefiihrt von G. Felsenreich.) 

Frischer Mischharn. Der Gesamt-N in 11 wurde durch Kjeldahl- 
Doppelbestimmungen mit 10,92 g N bestimmt. 

11 Mischharn wurde mit 100 ccm frischen Soja-Ferments auf 2 1 
aufgefiillt und unter Toluolzusatz einige Tage im Brutofen belassen. 
Die Titration fiir 10 ccm Fliissigkeit (= 5 com Harn) ergab 35,0 com 
®/,o-Saure, 

Schematischer Vorgang. Jedoch wiederum wie in Versuch 4 
Parallelversuche in bezug auf die Austreibung des Ammoniaks mit 
Barytwasser bei Siedehitze (Probe a und b) und im Vakuum (Probe o 
und d). 

Die einzelnen Fraktionen fiir Bestimmung des Baryt-N und Oxy- 
proteinsiure-N wurden meist derart gewahlt, daB jede 50 com Harn 
entsprach. 


Baryt-N. 
a) Barytbehandlung bei 100°: 0,532 g N im Liter Harn = 4,87°/, des Ges.-N 
b) ” n 100°: 0,518 g N » n n = 4,749, n ” 
c) ” unter 50°: 0,567 g N » n n= 5,199), n n 
d) ” » 50°: 0,488 g N » ” r= 4,46°/, ” n 


Mittel 4,81°/, des Gesamt-N. 


Oxyproteinsaure-N. 
a) Barytbehandlung bei 100°: 0,328 g N im Liter Harn = 3,00°/, des Ges.-N 


b) n »n 100°: 0,398 g No» n rr = 3,64°/, n n 
c) ” unter 50°: 0,325 g N » n = 2,97 *, n n 
d) n n 980°; 0,315 g N » n = 2,88 °/, n n 


Mittel 3,12°/, des Gesamt-N. 


5. Erérterung der Versuchsresultate. 

Aus dem Versuch 5 sowie aus Versuch 4 geht hervor, 
daB es fiir das Endresultat gleichgiiltig ist, ob die Austreibung 
des Ammoniaks durch Barytwasser bei Siedehitze oder aber 
im Vakuum bei niederer Temperatur erfolgt. Man hat 
sonach keine Triibung der Versuchsresultate durch 
die allzu starke hydrolytische Wirkung des Atzbaryts 
in der Siedehitze zu befirchten. 

Gleichzeitig lehren diese beiden Versuche, die von zwei 
verschiedenen Beobachtern an zwei verschiedenen normalen 
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Mischharnen mit besonderer Sorgfalt ausgefiihrt worden sind, 
durch die vollstindige Ubereinstimmung der Mittelwerte: 
Versuch 4 Fiirth: Versuch 5 Felsenreich: 
Baryt-N .... . 4,84°/,desGes-N  4,81°/, des Ges.-N 
Oxyproteinsaéure-N . 3,10°/, » ” 3,12°/, » + 


daB die mit der neuen Methode erhaltenen Resultate einen 
hohen Grad von Konstanz aufweisen. 

Uberblicken wir nunmehr die aus allen unseren Versuchen 
gewonnenen Mittelwerte: 





Baryt-N Oxyproteinsaure-N 
Versuch 1. . . 4,33°/, des Ges.-N 3,64°/, des Ges.-N 
mn 2... 479% 2» 3,429, » mn 
oe 5,249, » os 2,499, » on 
” 4. 4,84°/,  » ” 3,10), » ” 
e o,-. ew a 3,129, »  » 
Mittel . . . . 4,79°/, des Ges.-N 3,15°/, des Ges.-N 


Nun hat Sassa nach seinem Verfahren gefunden, daB die 
Werte fiir den Baryt-N und den Oxyproteinséure-N fiir den 
normalen menschlichen Harn einen sehr konstanten Prozent- 
satz des Gesamtstickstoffs ausmachen, und zwar fand er fiir 
den Baryt-N 5,9 bis 6,3°/, (Mittel 6,00°/,) und fiir den Oxy- 
proteinsiure-N 4,3 bis 4,7°/, (Mittel 4,53°/,)}). 

Die Werte von Sassa, die den dlteren Angaben von 
Ginsberg’) und von Gawinski*) nahestehen, sind also 
wesentlich héher als die meinigen. 

Der sich hier ergebende Widerspruch ist jedoch 
wohl nur ein scheinbarer: Man hat namlich zu beachten, 
da8 die Barytfraktion Sassas unter Vermeidung jedes hydro- 
lytischen Eingriffes dargestellt worden ist, und daB dieselbe 
noch 24 bis 34°/, (Mittel 27,8°/,) von ihrem Stickstoff (also 
1/, bis ?/,) in durch Saure- oder Alkaliwirkung hydro- 
lysierbarer Form enthielt’‘). 

Bei meinem Verfahren dagegen war der Harn im Verlaufe 
des Darstellungsverfabrens der Barytfraktion zweierlei hydro- 


1) Sassa, l. o. S. 217 u. 218. 
*) W. Ginsberg, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 411, 1907. 
*) Gawinski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 454, 1908/09. 
*) Sassa, I. c. 8. 209. 
Biochemische Zeitschrift Band 69. 30 
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lytischen Agenzien ausgesetzt: der Wirkung des Ureasen- 
fermentes sowie derjenigen des Atzbaryts. Wir werden also 
annehmen dirfen, daB leicht hydrolysierbare N-haltige 
Komplexe, die bei dem Verfahren nach Sassa in die 
Barytfraktion tibergehen, bei unserem Verfahren im 
vorhinein abgespalten werden. 

Machen wir eine Uberschlagsrechnung auf Grund der 
Mittelwerte Sassas, so waren von den 6,00°/, des Gesamt- 
stickstoffs, die auf die Barytfraktion entfallen, 27,8°/,, i.e. 1,67°/, 
des Gesamt-N hydrolysierbarer ,,Polypeptid-N“. Subtrahieren 
wir denselben von den Werten Sassas, so ergibt sich der 
Baryt-N 6,00 — 1,67 = 4,33°/, und der Oxyproteinsaiure-N 
4,53 — 1,67 == 2,86°/,; das sind demnach Werte, die den 
meinigen recht nahestehen. 

Die Differenz zwischen dem Baryt-N und dem Oxy- 
proteinsiure-N, i. e. der Rest-N ist bei meinen Mittelwerten 
(4,799), — 3,15°/, =1,64°/,) ungefahr gleich groB wie bei 
Sassa (6,00°/, — 4,53°/, =1,47°/,). 

Der Unterschied zwischen den Resultaten Sassas sowie 
der alteren Autoren und den meinigen diirfte also im wesent- 
lichen darauf beruhen, daB gewisse hydrolytisch abspalt- 
bare Komplexe bei meinem Verfahren dem Ubergange 
in die Baryt- bzw. Oxyproteinsaurefraktion entgehen, 
bei Sassas Vorgang und den Adlteren Methoden da- 
gegen noch den Weg in dieselbe finden. 

Mein Verfahren ist zweifellos das weitaus eingreifendere 
und weniger schonende. Doch diirfte dies vom Standpunkte 
des Physiologen oder Pathologen aus kaum ein Nachteil sein, 
da denselben ja eben in erster Linie jene resistenten Stoff- 
wechselprodukte interessieren, die den hydrolytischen 
Kraften des intermediaren Stoffwechsels erfolgreich 
Widerstand geleistet haben und von denen man daher auch 
mit Recht erwarten darf, daB sie anderen hydrolytischen 
Einwirkungen in vitro Widerstand leisten. 

Ubrigens bringen die vorstehenden Betrachtungen so recht 
die Tatsache zum BewuBtsein, wie héchst unvollkommen wir 
iiber jene Gruppe von Substanzen, die man unter dem Sammel- 
begriffe der ,,Oxyproteinsiuren“ zusammenzufassen pflegt, orien- 
tiert sind. Es liegt dies wohl in erster Linie an dem Um- 
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stande, daB die praparative Darstellung gréBerer Mengen dieser 
Substanzen nach den bisher vorliegenden Methoden auf sehr 
groBe Schwierigkeiten gestoBen ist. Wer selbst einmal versucht 
hat, aus einem auch nur einigermaBen gréBeren Harnquantum 
die ,,Oxyproteinsaurefraktion“ abzutrennen, weiB, mit welchem 
Zeit- und Geldaufwande dies verbunden war. Von einer ,,Rein- 
darstellung* kann ja bisher bei so mangelhaft charakterisierten 
Substanzen leider iiberhaupt nicht die Rede sein. Ich erhoffe 
mir nun von der neuen Methode auch nach der chemisch- 
praparativen Richtung einen gewissen Fortschritt, insofern 
sie ohne iibergroBen Aufwand von Zeit und Kosten die Ver- 
arbeitung groBerer Harnmengen gestattet. So habe ich 
ohne besondere Schwierigkeiten bereits mit Hilfe eines Labo- 
ranten 1001 normalen Menschenharnes nach der neuen Me- 
thode auf ,,Barytfraktion“ verarbeitet und hoffe, gelegentlich 
iiber den weiteren Fortgang dieser Untersuchungen berichten 
zu konnen. 


Zusammenfassung, 


Dem kiirzlich verdffentlichten, auf meine Veranlassung aus- 
gearbeiteten Verfahren von Sassa zur Bestimmung der Oxy- 
proteinséurefraktion des Harnes haftet der Mangel an, daB 
dasselbe zeitraubend und kostspielig ist, insofern dabei der 
Harnstoff durch langdauernde Soxhletextraktion oder sehr 
oft wiederholtes Auskochen mit absolutem Alkohol oder Alkohol- 
Ather beseitigt werden muB. 

Ich habe nun versucht, das Verfahren der Oxyprotein- 
sdurenbestimmung dadurch zu verbessern und zu vereinfachen, 
daB ich den gesamten Harnstoff des Harnes durch Vergirung 
mit Soja-Urease (i. e. eines aus Sojabohnen bereiteten Fer- 
mentes) von vornherein vollstandig beseitigte. Das entstandene 
Ammoniumcarbonat wird in Ammoniumsulfat iibergefiihrt, dieses 
groBtenteils mit saurem Alkohol, der Rest durch Atzbaryt in 
der Wiarme, der Barytiiberschu8 durch Kohlensaure beseitigt, 
das Filtrat mit Kieselgur zur Trockne gebracht. Sodann werden 
alle alkoholléslichen Substanzen durch 2stiindiges Auskochen 
mit Alkohol beseitigt. So erhalt man schlieBlich die Fraktion 
der wasserléslichen, alkoholunléslichen Barytsalze (,,Baryt- 
fraktion“), deren Stickstoffgehalt bestimmt wird. Der daraus 
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durch Mercuriacetat bei sodaalkalischer Reaktion fallbare N 
gibt den ,Oxyproteinsaure-N*. 

In einer Reihe von Versuchen ergab sich fiir normalen 
Menschenharn der Baryt-N mit 4,3 bis 5,2, Mittel 4,8°/, des 
Gesamt-N, der Oxyproteinsiure-N mit 2,5 bis 3,6, Mittel 3,1°/, 
des Gesamt-N. 

Nun hat aber Sassa, ebenso wie die alteren Untersucher, 
wesentlich héhere Werte gefunden: Baryt-N 5,9 bis 6,3°,, 
Oxyproteinsiure-N 4,3 bis 4,7°/,. 

Dieser Widerspruch findet seine Erklarung in dem Um- 
stande, daB bei meinem Verfahren zweierlei hydrolytische 
Agenzien, namlich das Sojaferment und das Barytwasser in 
der Warme eingewirkt hatten, bei den alteren Methoden aber 
hydrolytische Eingriffe vermieden worden waren. Infolgedessen 
entgehen gewisse hydrolytisch abspaltbare Komplexe dem Uber- 
gange in die Barytfraktion, die friher darin mitbestimmt 
worden sind. Doch diirfte dies vom Standpunkte der physio- 
logischen und pathologischen Harnuntersuchung kaum als Nach- 
teil erscheinen, da insbesondere das Studium jener Stoffwechsel- 
endprodukte hier von Interesse ist, die den hydrolytischen 
Kraften des intermediiren Stoffwechsels Widerstand geleistet 
haben, und denen daher auch eine gréBere Resistenz gegen- 
iber hydrolytischen Einwirkungen in vitro zugemutet 
werden darf. 
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Beitrage zur Kenntnis der Alkaloidbildung in den 
Pflanzen. 
I. Mitteilung. 
Orientierende Untersuchungen iiber den Protein- und Nicotin- 
gehalt der Tabakspflanze wihrend des Wachstums. 
Von 
H. Baggesgaard Rasmussen. 
(Aus der Pharmazeutischen Lehranstalt Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 3. Marz 1915.) 


Der Zweck dieser Arbeit ist, teils zu erfahren wie der 
Nicotingehalt der Tabakspflanze wihrend des Wachstums wechselt, 
teils einen Uberblick dariiber zu gewinnen, inwiefern ein Zu- 
sammenhang zwischen dem Proteinstickstoffgehalt und dem 
Nicotingehalt wahrend des Wachstums der Pflanze nachzuweisen 
ist’). In bezug auf letzteres Verhialtnis ist die Untersuchung 
nur von orientierender Beschaffenheit. 

Der Tabak ist im Sommer 1913 auf der Tystofte Versuchs- 
station gebaut worden. Der Boden war im Herbste des vorigen 
Jahres mit etwa 370 h/kg Stalldiinger (etwa 2,8 h/kg N) und 
180 h/kg Jauche (etwa 1,3 h/kg N) per Hektar gediingt worden. 
Im Friihling wurden ferner 90 kg Chilisalpeter (etwa 13,5 kg N) 
und 360 kg Kaliumsulfat per Hektar hinzugefiihrt. Die stark 
gediingten Sorten erhielten ferner 630 kg Chilisalpeter (etwa 
94,5 kg N) per Hektar. 

Die eingeernteten, von 20 verschiedenen Pflanzen als 
Durchschnittsproben herausgenommenen Blatter wurden ge- 
trocknet und analysiert. 


1) Systematische Untersuchungen hieriiber mit zuverlassigen Ana- 
lysenmethoden sind bisher nicht durchgefiihrt worden. Uber friihere 
Untersuchungen siehe besonders KiBling, Handbuch der Tabakkunde, 
Aufl. IT, 1905, S. 70 und 148f. 
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Die Trocknung geschah in folgender Weise: 3 bis 4tagiges 
Trocknen an der Luft, darauf Trocknung bei etwa 45° im 
Trockenschrank, bis die Blatter so trocken waren, daB sie sich 
leicht pulverisieren lieBen. Das gesiebte, von der gréBten 
Menge groéberer Nerven gereinigte Pulver wurde 2 Tage und 
2 Nachte iiber P,O, im Vakuum getrocknet. In dem so ge- 
trockneten Pulver wurde Totalstickstoff, Proteinstickstoff und 
Nicotin bestimmt. 

Der Totalstickstoff wurde nach Kjeldahl-Gumning- 
Arnold durch Kochen mit H,SO,, K,SO,, CuO und HgO 
bestimmt. 

Der Proteinstickstoff ist nach Stutzer bestimmt. Die 
pulverisierte Blattprobe wurde erst mit 100 ccm mit 1 ccm 
Essigséure versetztem Alkohol ausgekocht. Darauf wurde der 
Rest mit Wasser behandelt und der Proteinstoff mit in Gly- 
cerin aufgeschlammtem Cu(OH), gefallt. Der Stickstoffgehalt 
des Niederschlags wurde wie vorhin bestimmt. 

Ferner ist versuchsweise der ,,Basenstickstoff“ in zwei von 
den Tabakssorten bestimmt worden. Die Bestimmung wurde in 
folgender Weise ausgefiihrt. Die alkoholischen und wisserigen 
Filtrate vom Proteinstoff wurden mit 5 g Schwefelsiure versetzt, 
auf dem Wasserbad bis auf 100 ccm eingedampft und durch 
Phosphorwolframsaure gefallt. Der Niederschlag wurde mit ein 
wenig 10°/,iger Schwefelsiure gewaschen und im Filter ge- 
trocknet, worauf der Stickstoffgehalt des Niederschlags wie vor- 
hin bestimmt wurde. Vom gefundenen Stickstoffgehalt wurde 
der Stickstoffgehalt des Filters subtrahiert. 

Das Nicotin ist durch Kieselwolframsaiure nach einer von 
mir ausgearbeiteten sehr genauen Methode bestimmt’). 

Das Resultat der Analysen ist aus der beigefiigten Tabelle zu 
ersehen. ,,Protein-N“, , Base-N“ und ,,Nicotin-N“ ist in Prozenten 
vom totalen N berechnet. Die letzte Zahlenreihe gibt den pro- 
zentischen Nicotingehalt des getrockneten Tabaks an. Schwach 
gediingte Nicotiana rustica vom 5. VI., sowie schwach gediingter 
ungarischer Tabak und Virginiatabak vom 2. VII. sind die 
Pflanzen selbst unmittelbar vor der Verpflanzung ins Feld. 
Wiahrend des Wachstums werden Blatter und Bliitenknospen 


1) Die Methode ist noch nicht verdffentlicht, wird aber im Laufe 
eines Monats in der Zeitschr. f. anal. Chem. dargelegt werden. 
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abgekniffen, so daB die Pflanze nur 10 bis 12 Blatter hatte. 
Von den Proben vom 29. VIII. sind ,obere Blatter“ die vier 
obersten, ,,mittlere“ die vier mittelsten und ,untere“ die vier 
untersten Blatter. Die Proben vom 5. X. sind der eingeerntete, 
nicht gegorene Tabak. 





Schwach gediingte Tabaksorten. 


| ; Prozent | Nico- 
Total-| Pro- |,,Base- Nico- yon Nico- tin “a 
Datum N tein-N; N* | tin-N | tin-N in 
,,Base-N“| Tabak 
0 | o | 0 0 0 0) 
0 ‘Oo | /0 0 0 10, 


one’ eS ee ~ 1 O02 
24. VII.] 5,06 | 624 11,0 5,9 | 54,0 | 1,75 
Obere Blatter | 29.VIIL.J 5,67 | 34,9 27,0 | 17,8 65,9 5,80 
Mittlere Blatter] 29. VIIL| 4,74 32,7 | 37,5 | 21,5 57,3. 5,89 
5.X. | 4,25 | 28,0 | 45,2 | 26,75, 593 | 6,57 


! 
| 
} 
{ 








Nicotiana || 
rustica 

















: 2. VIL. | 3,04 | 68,7 | 12,1 | 4,1 33,9 | 0,72 
5 ug 24. VII. | 4,81 | 581 7,7 | 85 | 45,4 | 097 
23 Obere Blatter | 29. VIII] 5,80 49,3 18,6 2,7 14,5 0,76 
g © | Mittlere Blatter| 29. VIII] 5,12 | 45,5 21,9 | 2,7 | 123 0,80 
se | Untere Blatter] 29. VIII} 4,45 | 38,6 | 17,5 5,3 30,2 | 1,36 
~ 5.X. | 403 | 454 35,5 120 | 338 2,79 

2. vil. | 2,86 | 692) — | 28 —- | 04 
a 24. VII] 5,58 | 5836, — | 31 om 1,01 
'S S| Obere Blatter | 29. VIII] 6,10 | 446, — | 20 ~ eR 
| Mittlere Blatter] 29. VIII] 6,05 398, — | 39 — = 1,85 
> ~| Untere Blatter} 29. VIII] 4,15 396) — 6,4 one 1,53 

5.X. | 396/354) — | 118 — | om 


Stark gediingte Tabaksorten. 





| | Prozent | Nico- 
Total-| Pro- |,,Base-| Nico- von Iino we 4 
: eal” acu | ose te | thet 1 
Datum | N tein N| N ' tin N | pk Tabak 
Oo; | oO i eo ft € | oO 0; 
—— a — 2. = Lb — L a L.. = — LS a a | 
24. VII. | 5,47 | 534 17,9 48 | 269 | 1,52 
Obere Blatter | 29. VIII} 6,57 | 35,8 | 21,6 10,6 49,2 4,05 
Mittlere Blatter] 29. VIII} 5,01 . 29,2 | 26,7 | 22,1 82,8 | 6,40 
5. X. 4,49 | 40,8 | 41,7 | 20,6 49,5 5,84 
24. VII. | 5,29 | 62,2 10.9 | 2,5 | 224 | 0,75 
Obere Blatter | 29. VIII} 5,62 | 52,2 184 23 | 12,4 0,74 
Mittlere Blatter] 29. VIII} 6,15 | 42,8 194 | 35 | 17,8 1,23 
Untere Blatter | 29. VIII.| 5,17 36,4 | 16,8 5,4 31,2 1,62 
5. X. 4,82 | 50,4 | 27,8 8,9 31,9 2,47 





| 








rustica 








Virginia- |Ungarischer|Nicotiana || 
Tabak 











24. VII. | 5,15 | 643| — | 4,1 = 1,21 
“4 Obere Blatter | 29. VILI.| 6,55 | 43,8 — $7 — 0,88 
S| Mittlere Blatter} 29. VIII] 5,90 | 46,5 — | 32 — | 1,09 
8] Untere Blatter |29. VIII] 4,17 886 — | 53 | — | 1,28 
5X. 1482) 867) - asi. | oe 
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Ubersichtlich kénnen die Resultate so zusammengefaBt 
werden. 

Der Gehalt an totalem N wechselt wahrend des Wachs- 
tums, nimmt aber nach der Verpflanzung mit dem Alter der 
Pflanze ab. Die unteren Blatter enthalten stets weniger Stick- 
stoff als die oberen. Die mittleren stehen dazwischen (aus- 
genommen stark gediingter ungarischer Tabak). Der Total- 
stickstoffgehalt ist stets gréBer in den stark gediingten Sorten 
(ausgenommen die mittleren Blatter des stark gediingten Vir- 
giniatabaks). 

Der Gehalt an ,,Protein-N“ nimmt, was die schwach ge- 
diingten Sorten betrifft, mit dem Alter ab. Beziiglich der stark 
gedingten Sorten sind die letzten Resultate alle hoher als die 
vom 29. VIII. Man muB sich jedoch hier erinnern, daB die 
letzte Probe eine Mischprobe ist, die sich mit den drei vom 
29. VIII. kaum unmittelbar vergleichen ]aBt. Das arithmetische 
Mittel dieser drei Resultate wird doch auch kein wahres Bild 
des Verhaltnisses geben. Es kénnte also aussehen, als ob die 
Pflanze wieder Eiwei8stoff zu produzieren anfinge. 

Der Nicotingehalt nimmt wahrend des ganzen Wachstums 
zu, aber nicht stairker, was die stark gediingten Sorten betrifft. 
Vielleicht ist die Zunahme bei diesen schneller (siehe Nicotiana 
rustica und ungarischer Tabak). 

»Basen-N“ nimmt selbstredend zu, wenn der Nicotingehalt 
zunimmt. Der Prozentgehalt an Nicotin in ,,.Basen-N“ schwankt 
so stark, daB man hier keinen Anhaltspunkt hat. 

Eine Zunahme des Prozentgehaltes an Nicotin durch den 
Diinger ist nicht nachgewiesen. Dies stimmt mit den Beobach- 
tungen von Schlossing fils’) iiberein. Wenn andere wie 
A.v. Mayer’) und Otto und Kooper’) eine freilich nur geringe 
Zunahme nachgewiesen haben wollen, meine ich, da8 ihr sta- 
tistisches Material zu klein gewesen ist, um mit Sicherheit 
diese Folgerung ziehen zu kénnen. Etwas anderes ist, daB die 
stark gediingten Pflanzen gréBer als die schwach gediingten 
werden und da8 der Ertrag an Nicotin per Arealeinheit sich 
vielleicht erhdhen kann. 

1) Compt. rend. 151, 23. 


*) Die landwirtschaftl. Versuchsstat. 38, (2). 
%) Landwirtschaftl. Jahrbiicher 39, 397. 
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A. Pictet’) hat gemeint, daB die Alkaloidbildung in den 
Pflanzen von den Abbauprodukten, Abfallstoffen der Protein- 
stoffe, welche die Pflanzen unschidlich machten (z. B. durch 
Methylierung) und darauf in peripherischen Organen anhauften, 
herriihren sollte. E. Schulze?) kommt zu einem 4hnlichen 
Resultat; jedenfalls meint er, daB gewisse Proteinspaltungs- 
produkte ausgedehnte Anwendung zum Aufbau der Alkaloide 
finden*). Wenn die Alkaloide auch nicht eigentliche ,,Fakal- 
stoffe sind‘), so ware beziiglich gewisser Alkaloide ein Zu- 
sammenhang zwischen der Bildung derselben und der Protein- 
spaltung immerhin moglich. Aus den Analysenresultaten 1aBt 
sich auf einen solchen nicht mit Sicherheit schlieBen. 

Es wiirde jedoch von Interesse sein, eine eingehende Kennt- 
nis von allen stickstoffhaltigen Bestandteilen des Tabaks zu 
gewinnen. Pictet®) und Rotschy fanden auBer Nicotin: 
Nicotein, Nicotimin und Nicotellin; sie sind alle fliichtige, mit 
Nicotin verwandte Basen. Der Gehalt an diesen drei Alkaloiden 
ist jedoch sehr gering. Von Stoffen, von denen es denkbar 
ware, daB sie als Baumaterial fiir Nicotin dienen, haben Pictet 
und Court*) Pyrrolidin und N-Methylpyrrolin gefunden (Pictet 
nennt diese Stoffe ,,Protoalkaloide“). Ferner haben Ciamician 
und Ravenna’) Isoamylamin und Deleano und Trier‘) Be- 
tain gefunden. Alle diese Stoffe werden durch Phosphorwolfram- 
séure gefallt, aber der Gehalt daran ist so gering, daB von 
einer genauen Bestimmung derselben nicht die Rede sein kann. 
Es wiirde jedoch von Interesse sein, zu erfahren, ob dieser 
Niederschlag durch Phosphorwolframsaéure gréBere Mengen an 
anderen Stoffen auBer Ammoniak und den obengenannten Ver- 
bindungen enthalt. Ebenso wiirde die Kenntnis von den Protein- 
stoffen des Tabaks und deren Spaltungsprodukten von Bedeu- 
tung sein. In dieser Arbeit ist Ammoniak in Tabaksblattern 


1) Arch. d. Pharmazie 244, 389 und Pharm. Zeitg. 1905, 896 und 908. 

*) Landwirtschaft]. Jahrbiicher 35, 646. 

*) Zur Ubersicht iiber die Frage s.G. Trier, Uber einfache Pflanzen- 
basen. Berlin 1912. 

*) Gadamer, Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 1914, 35. 

5) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 697. 

%) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 3779. 

”) Annal. d. Chimie et d. Physique 25, série 8. 

®) Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 248. 
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nicht bestimmt, da die dafiir angegebenen Methoden’) mir zu 
unsicher scheinen. Ich hoffe, im Laufe des Sommers auf diese 
Verhiltnisse zuriickzukommen. 

Bevor ich diese kleine Mitteilung schlieBe, ist es meine 
Schuldigkeit, dem Herrn Prof. Dr. F. K6lpin-Ravn, der mich 
auf diese Unsersuchungen gelenkt hat, dem Versuchsleiter Herrn 
E. Lindhard, Tystofte, der mich vielfach beraten und mir 
geholfen hat, und endlich meinem Chef, dem Herrn Prof. 
Christensen, der mir Zeit und Gelegenheit samt guten Rat- 
schlagen gegeben hat, meinen Dank auszusprechen. 


1) Landwirtschaft]. Versuchsstation 1903, 274 und diese Zeitschr. 
56, 220. 
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Darstellung des Harnindicans. 
II. Mitteilung?). 
Von 
Erw. Schwenk und Ad. Jolles. 


(Eingegangen am 3. Marz 1915.) 


Vor kurzem beschrieben wir ein Verfahren zur Darstellung 
des indoxylschwefelsauren Kaliums (Harnindicans), das aber nur 
eine sehr geringe Ausbeute ergab. Die inzwischen erlangte 
nahere Kenntnis der Eigenschaften dieser Substanz, insbesondere 
ihres Verhaltens in Lésungen ermdéglichte es uns, das an oben- 
genannter Stelle beschriebene Verfahren bedeutend zu ver- 
einfachen und zugleich auch die Ausbeute zu erhdéhen. Das 
Harnindican ist so zu einem leicht zuganglichen Korper ge- 
worden. 

Allerdings gelang es auch nach dem fritheren Verfahren, 
ein ziemlich reines Produkt in etwas groéBerer Ausbeute zu 
erhalten, als in der zitierten Verdffentlichung beschrieben. Wir 
erhielten schlieBlich 0,62 g Praparat aus 5 g N-Acetindoxyl, 
das, wie die folgende Analyse zeigt, zu 98,8°/, aus Indican bestand, 

0,2150 g Substanz gaben 0,1973 g BaSO,. 
Gefunden 37,7°/, SO,. 
Berechnet fiir C,H,NO,SK 38,22°/,. 


Als eigentliche Ursache der schlechten Ausbeute dieser 
Versuche sehen wir die Extraktion der zur Trockne gebrachten 
Salze an. Bei der langen Dauer der Extraktion im Soxhlet 
geht einmal das Indican nur in sehr geringen Mengen in 
Lésung, da ja nur kalter Alkohol mit dem Extraktionsgut in 


1) I. Mitteilung siehe Ad. Jolles und Erw. Schwenk, diese 
Zeitechr. 68, 347, 1915. 
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Beriihrung kommt. Andererseits werden wieder die geringen 
extrahierten Mengen in der kochenden Alkohollésung leichter 
zerstort. Es wurde daher die Aufarbeitung der Reaktions- 
masse abgedndert. Tatsichlich ergab sich hierdurch auch eine 
bedeutende Erhéhung der Ausbeute. SchlieBlich ist es nun 
auch gelungen, das erhaltene Praparat von anorganischen Bei- 
mengungen frei zu erhalten, so daB wir zu, auch analytisch voll- 
stindig reinem Indican gelangt sind. 

Wir verfahren nunmehr folgendermafen: Man tragt unter 
Rihrung in gut gekiihltes Pyridin (etwa 50 bis 60 g) 15 g 
Schwefelsdurechlorhydrin in kleinen Anteilen ein. Die so ent- 
stehende Doppelverbindung von Pyridin und Chlorsulfonsaure 
krystallisiert zum Teil aus, was aber den weiteren Proze8 nicht 
hindert. Zu dieser Aufschwemmung gibt man 5 g N-Acetin- 
doxyl in méglichst wenig Pyridin gelést hinzu und riihrt mit 
einem Glasstab durch, um die Doppelverbindung gut mit dem 
zugesetzten Acetindoxyl in Berihrung zu bringen. Das Gemisch 
la8t man zwei Stunden im Brutschrank von 38° und hierauf 
noch etwa 40 Stunden bei Zimmertemperatur (16 bis 18°) 
stehen. Manchmal fiillt sich die ganze schén rot gewordene 
Fliissigkeit mit feinen Nadeln von Pyridinhydrochlorid. Nach 
der angegebenen Zeit ist die Reaktion zu Ende — d. h. ein 
Tropfen der Fliissigkeit gibt beim Verdiinnen mit Wasser und 
nach Zusatz von etwas Natronlauge beim Schiitteln keine 
Blauférbung von Indigo mehr. Nun wird mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt und in einen Fraktionierkolben 
iibergefiihrt, aus dem man im Wasserbad von nicht iiber 40° 
das Pyridin bei 13 mm Druck méglichst vollstandig abdestilliert. 
Die Fliissigkeit, die dunkelbraun gefarbt ist, wird mit einer Auf- 
lésung von 26 gr KOH in wenig Wasser versetzt und gut um- 
geschiittelt. Es ist das etwas mehr, als die auf die angewandte 
Chlorsulfonsiure berechnete Menge. Dabei scheidet sich ein 
feinkérniger Niederschlag von Kaliumsulfat aus, den man am 
besten gleich durch Absaugen entfernt. Darauf leitet man aus 
einer Bombe einige Zeit Kohlensiure durch die Fliissigkeit, 
um den Uberschu8 an Kaliumhydrat méglichst zu binden, 
kocht dann unter Zusatz einer méglichst geringen Menge von 
ganz reiner Tierkohle kurz auf und filtriert. Die weitere Ver- 
arbeitung geschieht am besten so, daB man die ganze Fliissig- 
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keit im Faust-Heimschen Trockenapparat bei etwa 20 bis 
22° abdunstet, bis nur eine geringe Flissigkeitsmenge vor- 
handen ist. Sollte ein solcher Trockenapparat fehlen, so muB 
man im Vakuum wie oben beschrieben eindampfen, was aber 
durch die schlieBlich sich abscheidenden Salze sehr erschwert 
wird. Dabei krystallisiert das Indican zuerst, noch vor dem 
Kaliumchlorid aus und kann durch Absaugen von der Mutter- 
lauge, die durch Zersetzung tiefbraun gefarbt ist und den 
charakteristischen Geruch des Indols zeigt, befreit werden. 
Man erhalt das Priparat ganz rein, wenn man es in wenig 
Wasser aufmischt, so daB der gréBte Teil ungelést bleibt, und 
kurz aufkocht. Dabei geht das ganze Kaliumchlorid in Lésung 
und das beim Erkalten wieder auskrystallisierte Indican ist frei 
davon. Am besten ist es, unter starker Kiihlung das Indican 
auszuriihren und nicht durch freiwillige Krystallisation groBe 
Krystalle zu ziichten, weil so das Praparat reiner wird. Zur 
volistandigen Reinigung wird es médglichst fein gepulvert und 
mit 96°/,igem kochendem Alkohol behandelt. Es fallt dann 
aus der heiBen alkoholischen Lésung beim Erkalten in den 
charakteristischen quadratischen, prachtig perlmutterartig glanzen- 
den Schiippchen aus. Die obenerwihnten wasserigen Mutterlaugen 
vereinigt man am besten und dampft sie ganz ein. Der noch 
feucht mit Alkohol extrahierte Riickstand gibt ein Praparat, 
das noch etwas Kaliumchlorid enthalt. Durch Umkrystallisieren 
aus Alkohol ist dieses nicht zu entfernen, da es hartnackig 
vom Indican festgehalten wird, und man mu8 dann, wie oben 
beschrieben, verfahren. Zur Not kann man die Lésungen, 
insbesondere in kleineren Mengen, im Wasserbad eindampfen, 
doch farben sich die Lésungen dann tiefbraun, und man kann 
am charakteristischen Geruch des Indols die Zersetzung wahr- 
nehmen?). 

Aus 5g N-Acetindocyl erhielten wir 5,5 g Indican, was 
einer Ausbeute von etwa 76°/, der Theorie entspricht. 

Das reine Praparat krystallisiert in schénen weiBen glanzen- 
den Schiippchen, die sich bei 179 bis 180° zersetzen. 


) Wir versuchten auch durch Fallung mit Silbersulfat das Kalium- 
chlorid zu entfernen. Man kann das zwar erreichen, doch scheint es, 
als ob Spuren von Silbersalz die Krystallisation behinderten; iiberdies 
war dieses Praparat denn auch lichtempfindlich. 
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Es zeigt die in der Literatur angegebenen Eigenschaften 
des Harnindicans. Es ist durchaus bestaindig und laBt sich 
selbst im Licht durch lingere Zeit aufbewahren. 

Die Analyse der im Vakuum iiber Schwefelsdure getrock- 
neten Substanz ergab: 

0,1469 g Substanz gaben 0,1361 g BaSQ,. 

Berechnet 38,22°/, SO,”. 
Gefunden 38,13°/, SO,”. 


0,2900 g Substanz gaben 13,9 ccm N, bei 19° und 762 mm. 
Berechnet 5,58°/, N,. 
Gefunden 5,50°/, N,. 


Berichtigung 
zum Beitrag ,,Voigt, Uber die Verteilung und das Schicksal 
des kolloiden Silbers im Saugetierkérper. III‘ 
(diese Zeitschr. 68, 477, 1915). 


Die Figur 1 auf Seite 483 der Arbeit mu8 Figur 2, und die Figur 2 
demgema8 Figur 1 benannt werden. 
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